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Résumé 

Lessignauxneuromodulateursinduisentuneadaptationdesfonctionsneuronalesparlebiais            

demécanismes d’intégrationdynamiquescomplexes.Parmilesvoiesdesignalisation          

intracellulaires,celledel’AMPc/PKAjoueunrôleessentieldanslaréponsecellulaireàla              

dopamine.Pouranalysercesprocessusd’intégration,nouscombinonsl’imageriede          

biosenseursdansdespréparations​exvivodetranchesdecerveaudesourisavecdela               

modélisation de la signalisation intracellulaire dans les neurones D1 et D2 striataux.  

Dansunepremièrepartiedemontravaildethèse,nousanalysonsladynamiquedela               

signalisationstriataleenréponseàdesstimulationsdopaminergiquestransitoirestellescelles           

associéesauxrécompenses.Nousmontronsparimagerieque,contrairementàcequiest             

communémentadmis,lesrécepteursD​2àladopaminepermettentladétectiondedopamine             

phasiqueauniveaudel’AMPc.Deplus,lessimulationssuggèrentquelesneuronesD2              

pourraientdétecterunediminutionduniveaudedopaminetonique,indicateurd’unesituation            

aversivechezl’animal.Cetravailafaitl’objetd’unepublication(​Yapoetal.,​J.Physiol               

2017​). 

Dansunedeuxièmepartie,nousavonsanalysél’effetdanslenoyaudecesstimulations              

dopaminergiquesrapides.Encomparaisonaveclesneuronesducortex,nousmontronsque            

lesneuronesdustriatumdisposentd’unmécanismedecontrôleen-avant(“​feedforward​”)qui             

renforcelesréponsesPKAnucléaires.Cettesituationoriginale,àl’opposédesrétrocontrôles            

homéostatiqueshabituelsenbiologie,amèneàuneréponsedunoyautoutourien,             

extrêmementsensible.Nouspensonsquecemécanismeestimpliquédansladétectiondes             

signauxdopaminergiquestransitoires.Cetravailaétépubliédansunarticle(​Yapoetal.,​J               

Cell Science​ 2018​). 

Enfinunetroisièmepartie,sousformederésultatspréliminaires,consistaitàanalyser            

l’adaptationdes neurones du striatumàlapertedesafférencesdopaminergiques,           

caractéristiquedelamaladie deParkinson.Nousavonsobservél’hypersensibilitéàla            

dopamineaffectantlesneuronesD1,largementdécritedanslalittérature.Deplus,nous             

montronsquelesneuronesdustriatumprésententuneactivitéphosphodiestéraseaccrue.Une            

meilleurecompréhensiondecesadaptationspathologiquespourraitmeneràdenouvelles           

stratégies thérapeutiques. 
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Abstract  

Neuromodulatorysignalstriggeradaptationsinneuronalfunctionsviacomplexintegrative          

properties.Amongthevariousexistingintracellularsignalingpathways,thecAMP/PKA          

cascadeplaysacriticalroleinthecellularresponsetodopamine.Toanalyzetheseintegrative               

processes,wecombinebiosensorimaginginmousebrainsliceswithinsilicomodelisationof              

the intracellular signaling in D1 and D2 medium-sized spiny neurons. 

 

Inafirstpartofmythesiswork,weanalyzethedynamicsofcAMP/PKAsignalinginstriatal                 

neuronsstimulatedbytransientdopaminergicsignals,suchasthoseassociatedwithreward.            

WithimagingweshowthatthedopamineD​2receptorscansensephasicdopaminesignalsat               

thelevelofcAMP,athoughtthathasbeenarguedforlong.Moreover​insilicosimulations                

suggestthatD2spinyneuronscouldsensetheinterruptionsintonicdopaminelevels             

associatedwithaversionintheanimal.Thisworkwaspublishedin(​Yapoetal.,​JPhysiol                

2017​). 

Inasecondpart,weanalyzedtheeffectofsuchbriefdopaminergicsignalsonthenuclear                

PKA-dependentsignaling.Incomparisontocorticalneurons,weshowthatthestriatal            

neuronsdisplayapositivefeedforwardmechanismwhichstrengthensthenuclearresponses.           

Thispeculiarsituation,whichcontrastswiththeusualhomeostaticfeedbackmechanisms           

foundinbiology,leadstoall-or-nothingandextremelysensitiveresponses.Webelievethat             

thismechanismallowsforthedetectionoftransientdopaminergicsignals.Thisworkwas             

published in (​Yapo et al., ​J Cell Science​ 2018​) 

Lastlyathirdpart,thatwillbeintroducedaspreliminarydata,consistedinanalyzingthe               

adaptationsofthestriatalneuronsfollowingadopaminedepletion,suchastheonefoundin               

Parkinson’sdisease.We observedinourmousemodelanhypersensitivityoftheD1spiny              

neuronstodopamine,alreadydescribedbyothergroups.Additionallyweshowthatstriatal             

neuronsdisplayanincreasedphosphodiesteraseactivity.Abetterunderstandingofthese           

pathological adaptations could lead to the emergence of new therapeutic strategies. 
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Introduction 

I.L’organisationdesganglionsdelabase:origines         

du contrôle moteur 

Lecircuitdesganglionsdelabasedésigneunensembledestructurescérébralestrès              

conservéesdansl’évolutiondesvertébrés,etdontlerôleaétédémontréimportantpour              

l'exécutiondeprocessusmultiples, enlienavecdesfonctionsaffectives,cognitives,et            

motrices(Graybiel,2008;Redgraveetal.,2010;NelsonetKreitzer,2014;Surmeieretal.,              

2014). 

1. Le circuit des ganglions de la base  

Lesganglionsdelabase,ounoyauxgriscentraux,sontuncollectifdenoyauxsous-corticaux               

interconnectés,etquicommuniquentavecd’autresrégionsducerveaucommelecortex            

cérébral,lethalamusetlesnoyauxdutronccérébral,pourrégulerdesfonctionscomme              

l’apprentissagemoteur,l’habituation,ouencorelasélectiondesactions(Bolametal.,2000;             

Graybiel,2008;Redgraveetal.,2010;NelsonetKreitzer,2014;Surmeieretal.,2014).La               

plupartdesrégionsducortexcérébralprojettentverslesganglionsdelabase,dirigeantleurs               

projectionsexcitatricesverslesnoyauxditsd’entrée(voirstriatum).Lesnoyauxd’entréedes             

ganglionsdelabasetraitentalorsl’informationnerveuseafférente(​processing​),la           

transmettentàdesnoyauxditsdesortie,etcesderniersrelaientl’informationtraitéeà              

d’autressystèmesetcircuitsneuronauximpliquésdanslaproductiondesréponses           

comportementales (Obeso et Lanciego, 2011; Nelson et Kreitzer, 2014). 

 

Lesprincipauxconstituantsducircuitdesganglionsdelabasesont:lenéocortex,lestriatum                

(noyaucaudéetputamenchezleprimate,séparésparlacapsuleinterne,etnoyau              

accumbens),lessegmentsinterneetexterneduglobuspallidus(respectivementGPietGPe,             

deuxsegmentsadjacentschezleprimate,mais séparéschezlerongeur),lenoyau             

sous-thalamique(​subthalamicnucleus​,STN),etlasubstancenoire(segments​parscompacta           

et​parsreticulata​,SNcetSNrrespectivement).Lemodèleprédominantdel’organisation            
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Figure 1 : Organisation des ganglions de la base suivant le modèle classique  

LestriatumcontientmajoritairementdesneuronesdeprojectionGABAergiques,lesMSNs,répartisdansdeux              

groupes:lamoitiéprojettedirectementverslesnoyauxdesortie(GPietSNr)etsontàl’originedelavoie                     

directe;l’autremoitiéprojetteversleGPe,puisverslesnoyauxdesortieparl’intermédiaireduSTN(voie                  

indirecte).LeSTNreçoitdesafférencesducortex(centresmoteursprimaires,supplémentaires,prémoteurs)et              

duGPevialavoieindirecte.Ilestcomposéessentiellementdeneuronesglutamatergiques,etenvoiedesstimuli                 

excitateursauxnoyauxdesortie.Unevoieditehyperdirecteengageantlabouclecortex/STN/noyauxdesortie,               

estégalementimpliquéedanslasuppressiondesactions.LeGPeestunnoyauditintrinsèque,quireçoitdes                  

afférencesGABAergiquesenprovenancedesMSNsdelavoieindirecte,ainsiquedesafférencesexcitatricesen                

provenancedesneuronesduSTN(pacemakerintrinsèque).LeGPecontientdesneuronesGABAergiquesqui              

projettentverspratiquementtouslesautresganglionsdelabase.Lesnoyauxdesortie,leGPid’unepart(noyau                   

entopédonculairechezlerongeur),etlaSNrd’autrepartsontaussicomposésdeneuronesGABAergiques,dont                

l’activitétoniqueestélevée.L’activitédesnoyauxdesortieinhibelescentresmoteursduthalamusetdutronc                  

cérébral.LeGPireçoitdesafférencesinhibitricesenprovenancedustriatum(voiedirecte),desafférences               

excitatricesenprovenanceduSTN,duthalamusetinhibiteursenprovenanceduGPe,etprojetteversle                 

thalamusetlescentresmoteursdutronccérébral(d’aprèsNelsonetKreitzer,2014).STN:noyausubthalamique,                

SNr: substance noire ​pars reticulata​, GPi: globus pallidus interne,  GPe: globus pallidus externe  
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Cesontessentiellementlesentréescortico-striatales(essentiellementdelacoucheVdu            

néocortex)etcortico-thalamiquesquipermettentl’activationdesvoiesdirecteetindirectedu            

circuitdesganglionsdelabase(Wickens,2009).Selonlesprédictionsdu​modèleclassique,              

cesdeuxvoiesconvergentàl’opposépourinfluencerl’activitédesnoyauxdesortie(GPiet               

SNr), qui à leurtourrégulentnos réponsescomportementales via lescircuits            

thalamocorticauxetlescentresmoteursdutronccérébral(Grillneretal.,2005;Nelsonet              

Kreitzer,2014;Sippyetal.,2015).Aurepos,lesdeuxnoyauxdesortieexercentune               

inhibitiontoniquesurlethalamus(ChevalieretDeniau,1990).​Lavoiedirecte,eninhibant              

l’activitédesnoyauxdesortie,permetdedésinhiberlescircuitsthalamocorticauxetdutronc,              

etfavoriselaproductiondumouvement(d’oùl’appellationdevoie“Go”).Al’opposélavoie               

indirecteenaugmentantl’activitédelaSNr,viaexcitationparleSTN,renforcel’inhibition              

descircuitsmoteursetsupprimeainsilemouvement(voie“NoGo”)(ChevalieretDeniau,              

1990;Freezeetal.,2013;KravitzetKreitzer,2012).Ladopamineréguledefaçonmiroir               

l’activitédecesdeuxvoies(voirchapitresignalisationrécepteurs)(Calabresietal.,2007;            

Shenetal.,2008;Surmeieretal.,2007).Enfin,unetroisièmevoiedecontrôledumouvement                

estdécritedansl’organisationdesganglionsdelabase:c’estlavoiehyperdirecte,quireliele                 

cortexmoteuraunoyauSTN,etdontl’activationpermetl’arrêtdecertainsprogrammes             

moteursencoursauprofitd’autresprogrammessélectionnés(Nambuetal.,2002;Nelsonet              

Kreitzer, 2014). 

 

Pendantdesannées,lesélémentsclésdumodèleclassiquedesganglionsdelabaseetla                

visionduGo/NoGo(rôlesantagonistesdesvoiesdirecteetindirectesurlecontrôlemoteur)               

ontétéconfortéspardesétudessurlafonctionetladysfonctiondesganglionsdelabase                 

(NelsonetKreitzer,2014;Calabresietal.,2014).Cependant,derécentesétudesquestionnela              

robustessedecemodèle,etfontlapreuvequelesdeuxvoiescoopèrentpourl'exécutionde                

certainestâches(Nambu,2008).EnparticulierlestravauxdeCuietcollègues,quienutilisant               

desindicateurscalciquesmontrentquelesvoiesdirecteetindirectepeuventêtreactivesde              

façon concomitante lors de l’initiation des mouvements (Cui et al., 2013). 
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2. Le striatum 

En1664l’anglaisThomasWillis décrivaitpourlapremièrefoisl’anatomiedu​corpus             

striatum​,pourlequelilsoupçonnaitunrôleimportantdansdenombreusesfonctions            

sensoriellesetmotrices.Audébutdu20èmesiècle,plusieursétudesdephysiopathologie            

confirmentsonintuitionenmontrantquedeslésionsaffectantcettestructurecérébrale            

provoquentdestroublesmoteurs.Aujourd’hui,onsaitlestriatumimpliquédansl’émergence            

d’ungrandnombredepathologies,notammentlaschizophrénie,lesmaladiesdeParkinsonet             

deHuntington,ladystonie,lestroublesobsessionnelscompulsifs(TOCs),lesyndromede            

Tourrette, et les addictions (Graybiel, 2008; Hyman et al., 2006).  

 

Subdivisions et compartiments du striatum : 

1 - Divisions du striatum : 

Lestriatumesttraditionnellementdiviséendeuxparties,unedorsaleetuneventrale(qui              

comprendlenoyauaccumbens)maisquineprésententpasdevraiedifférencedupointde               

vuecytoarchitectural(Voornetal.,2004;Kreitzer,2009)(Figure2e).Ladivisionestsurtout             

baséesurlesdifférencesd’afférencescorticales,thalamiquesetdopaminergiquesqui          

innerventcesparties.Chezleprimate,àladifférencedurongeur,lestriatumdorsalest               

subdiviséendeuxsous-parties:lenoyaucaudé,essentiellementciblépardesafférences             

préfronto-corticales,etleputamen,ciblépardesafférencesmotricesetsomatosensorielles.           

Lapartielaplusventraledustriatum(noyauaccumbens)peutégalementêtresubdiviséeen              

deuxsous-régions:lecoeur(​core​)etlacoquille(​shell​).Chezlerongeurcommechezle                

primate,onattribueàcertainesdivisionsdustriatumdesfonctionsbiologiquesspécifiques            

(Voornetal.,2004)(Nicola,2007)(Kreitzer,2009)(YinetKnowlton,2006)(Burtonetal.,           

2015) : 

- lestriatumdorsomédian(​dorsomedialstriatum​ouDMSenanglais),quireçoitdes            

afférencesenprovenancedesairescorticalesmotrices,participeàl’apprentissage          

spatial et aux fonctions exécutives 

- lestriatumdorsolatéral​(​dorsolateralstriatumouDLSenanglais),quireçoitdes            

afférenceenprovenanceducortexsensorimoteur,participeàl’apprentissage         
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procédural,àl’apprentissagedesréponsesconditionnées,àl’habituationetau          

contrôle sensorimoteur 

- lestriatumventral(ounoyauaccumbens,NAc), quireçoitdesafférencesen            

provenanceducortexfrontaletdesrégionslimbique,participeauxcomportements           

appétitifs, à la consolidation (​reinforcement​), et aux apprentissages inversés. 

Lestriatumdorsalestdoncessentiellementliéauxfonctionsmotricesetassociatives,alors             

quelestriatumventralestreliéàdesfonctionspluslimbiques.Néanmoinsilaétédémontré                

quelesprisesdedécisionquiprécèdentl’élaborationdumouvement etdesréponses             

comportementalessontgouvernéesparlesprocessusd’apprentissagemotivé parla          

récompense et les réponses conditionnées par les stimuli sensoriels.  

 

2 - Compartiments patches/matrix 

Lespremièresindicationsdel’existencedecompartimentsdanslestriatumproviennent           

d’étudesquirapportentquedesilôts(​patches​)deprojectionsdopaminergiquessontdistribués            

dansleneuropildustriatumdèslespremiersstadesdudéveloppementpostnatal(Tennysonet              

al.,1973).Cesilôts,égalementappelésstriosomes,représentent10%duvolumestriatal.Les             

neuronesdanscesrégions​patchessontlespremiersàsedévelopperdanslestriatum,et               

égalementlacibledespremiersfaisceauxdopaminergiquesàseformerdanslestriatum.Les              

neuronesstriatauxsedéveloppantplustardivementremplissentlesrégionsmatriciellesaux           

alentours(​matrix​)(vanderKooyetFishell,1987)(Figure2e).LesdeuxtypesdeMSNssont               

retrouvésdefaçonégaledanslescompartiments​patcheset​matrix​(GerfenetYoung,1988),              

maisilsreçoiventetémettentdesprojectionsafférentesetefférentesspécifiquessuivantle             

compartimentconsidéré(Gerfen,1992).Par exemple,lesMSNs striatonigrauxdes          

striosomes projettent vers la substance noire ​pars compacta​ plutôt que vers la SNr.  

Même silestriatumestenapparenceplutôthomogène,ilestpossibled’utiliserdes              

marqueursneurochimiquespourrévélercesdeuxcompartiments:notammentlacalbindine           

(Gerfenetal.,1985)etl'acétylcholinestérase(enzymededégradationdel’acétylcholine)           

(GraybieletRagsdale, 1978)pourmarquer lamatrice, etlesrécepteursµopioïdes             

(Herkenham et Pert, 1981) pour marquer les striosomes.  
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Figure 2 : Types cellulaires et organisation fonctionnelle du striatum 

Représentationsschématiquesd’unMSN(a),d’uninterneuroneGABAergiqueparvalbumine+ou​fastspiking            
(b),d’uninterneuroneGABAergique​lowthresholdspiking(c),etd’ungrandinterneuronecholinergiquenon               
épineux (d).Schémad’unecoupecoronaledecerveaudesourisprésentantlesgrandesdivisionset               
compartimentsdustriatum(e):àgauche,lesdivisionsdorsolatérale,dorsomédialeetventrale;àdroiteles                
compartiments patch (rose) et matrix (gris) (d’après Kreitzer, 2009; Kawaguchi et al., 1995). 

3. Les différents neurones du striatum  

Dupointdevueanatomique,lestriatumrenfermedeuxclassesdeneurones:lesneurones               

épineuxouMSNs mentionnésprécédemment,constituantlesvoiesdirecteetindirectedu            

circuitdesganglionsdelabase(carprojetanthorsdustriatum),etlesinterneuronesnon               

épineux (Kawaguchi et al., 1995)(Tepper et Bolam, 2004)(Figure 2). 

 

LesMSNsdesvoiesdirecteetindirectesontlesprincipauxneuronesdustriatum(Bishopet               

al., 1982; DiFiglia et al., 1976; Wilson et Groves, 1980).  

CesontdesneuronesGABAergiques(KitaetKitai,1988),d’unetaillemoyennede12μm               

chezlasouris,présentantdesdendritesrecouvertsdenombreusesépines(WilsonetGroves,             
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1980)(Figure2a).Chezlerat,onestimelenombretotaldeMSNsàprèsde5,6millions                 

(Oorschot,1996),contre110millionschezl’homme(Schröderetal.,1975).Lesdeux             

sous-populationsdeMSNs (striato-nigrauxetstriato-pallidaux)sontégalesennombre,et           

distribuées de façon assez homogène dans le striatum (Gerfen et Young, 1988).  

Aurepos,lepotentieldemembranedesMSNs estauxalentoursde-90mV​(Gerfenet                

Surmeier,2011;Kreitzer,2009)​dufaitdel’expressiondecanauxpotassiquesentrants            

rectifiants(Kirs,​inwardlyrectifyingpotassiumchannels​),quibloquentlesdépolarisationsde           

lamembraneenréponseauxstimuliexcitateursprovenantducortexcérébral,del’amygdale             

etdel’hippocampe.L’excitabilitédesMSNs striatopallidauxestparailleurslégèrement           

supérieureàcelledesMSNsstriatonigrauxdueàuneexpressionplusfaibledecanauxKirs               

(Nisenbaumetal.,1996;Gertleretal.,2008;Planertetal.,2013).Chezl’animaléveillé,les                

MSNs produisentdesévénementsdedépolarisationbrefs,séparéspardespériodesde            

quiescence(Kimura,1990;SchultzetRomo,1988).Lesdépolarisationsbrèvessontassociées            

àl’initiation,àl'exécution,etàlaterminaisondecertainscomportementsmoteurs(Kimura,             

1990;SchultzetRomo,1988),maispeuventavoirlieuchezl’animalimmobilisé(Wilsonet              

Groves, 1981).  

 

Lesinterneuronesstriatauxsontminoritaires(Bishopetal.,1982;DiFigliaetal.,1976),par              

définitionneprojettentquelocalementauseindustriatum(verslesMSNs ouautres              

interneurones),sontciblésparlesafférencescorticalesetthalamiques,etontpourprincipale             

fonctioncelled’inhiberlessortiesstriatales(Tepperetal.,2004;Bolametal.,2000).Parmi               

cesinterneuronesonretrouvelesgrandsneuronescholinergiquesnonépineux(ou​Tonically            

activeneuronsenanglais,TANs;jusqu’à40µmdediamètre),ettroistypesd’interneurones              

GABAergiquesnonépineux(Kawaguchietal.,1995;Bolametal.,2000;TepperetBolam,              

2004;Kreitzer,2009).Cestroistypesd’interneuronespeuventêtredistinguéssuivantdes            

critèresbiochimiques:1)lesinterneuronesexprimantlaparvalbumineégalementappelés           

interneurones“fastspiking”,2)ceuxexprimantlasomatostatine,leneuropeptideY,etla             

NOS(​Nitricoxydesynthase​),égalementappelésinterneurones“lowthresholdspiking”,3)et            

ceux exprimant la calrétinine.  
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4. Distinction biochimique entre les MSNs de type D1 et D2  

TraditionnellementondistinguelesdeuxgroupesdeMSNssuivantleurssitesdeprojection,             

commedécritprécédemment(GerfenetYoung,1988).Néanmoins,lesnombreusesavancées           

faitesdanslestechniquesdemarquagedescircuitsneuronaux,avecdesrapporteursoptiques             

etmoléculairesnotamment,ontrévéléunedichotomienetteentrelesneuronesstriato-nigraux            

etstriato-pallidaux,tantauniveaumoléculaire(Gerfenetal.,1990;Bateupetal.,2008,2010;               

Valjentetal.,2009;GerfenetSurmeier,2011),anatomique(Gertleretal.,2008)que              

physiologique (Table 1). 

 

Table 1 : Principales différences biochimiques opposant les MSNs D1 et D2  

(D’après Valjent et al., 2009) 

 

Lesneuronesstriato-nigrauxexprimentsélectivementdesrécepteursD​1àladopamine           

(D​1​Rs),ladynorphine,lasubstanceP,lesrécepteursmuscariniquesM​4(M​4​Rs),etles             

récepteursàl’adénosineA​1(A​1​Rs).Lesneuronesstriato-pallidauxquantàeuxexpriment            

sélectivementdesrécepteursD​2àladopamine(D​2​Rs),l’enképhaline,etlesrécepteursA​2Aà              

l’adénosine(A​2A​Rs). Danslestriatumdorsal,unfaiblenombredeMSNs (2-5%)            

co-exprimentlesrécepteursD​1etD​2​,tandisquedanslestriatumventral,laproportionde               

MSNs exprimantsimultanémentlesrécepteursD1 etD2 augmenteàprèsde20%             

(Bertran-Gonzalezetal.,2008;Gagnonetal.,2017;Valjentetal.,2009).Cettedichotomie,              

quipendantlongtempsafaitl’objetdecontroverses,estmaintenant bienacceptée.            

L’utilisationdesouristransgéniquesBAC(​Bacterialartificialchromosome​)-quipermetde            

20 

 



faireexprimerauxneuronesdesrapporteursfluorescents,souslecontrôledepromoteurs            

spécifiques(e.g.promoteursdesrécepteursD​1ouD​2​),adéfinitivementconfirmél’expression            

séparéedesrécepteursD​1etD​2parlesMSNsdesvoiesdirecteetindirecte,respectivement               

(Bertran-Gonzalez et al., 2008; Valjent et al., 2009; Gagnon et al., 2017). 

 

ConcernantlesMSNsD1/D2,co-exprimantlesrécepteursD1etD2,formantunepopulation             

neuronale distincte mais minoritaire dans lestriatum(<5%):cesderniers sont            

morphologiquementpluspetitsquelesMSNsD1ouD2,etpossèdentunarbredendritique              

moins développé,avecmoins d’épines(Gagnonetal.,2017).Leurdensitéd’épines            

dendritiques,commecelledesMSNsD1ouD2,estfortementréduitechezlasourissubissant               

unelésion6-OHDA(modèletoxiquedelamaladiedeParkinson),maisàl’opposédesMSNs               

D1 ou D2, l’étendue de l’arborisation dendritique des MSNs D1/D2 est inchangée.  

5. Connectivité des MSNs  

CinqousixdendritesprimairesrecouvrentlecorpscellulairedesMSNs,sedivisentuneou               

deuxfoispourformerdesdendritessecondairesettertiaires,pouvantparcourirdesvolumes             

d’environ250-500µmdediamètre(DiFigliaetal.,1976;Wilson etGroves,1980).Les              

dendritesproximaux(primaires)ontundiamètreassezpetit,etsontplutôtdépourvus            

d’épines,alorsquelesdendritesdistaux(démarrantà20µmducorpscellulaire)sont              

recouvertsd’épines(DiFigliaetal.,1976;Wilson etGroves,1980).L’axoneprincipalde             

chaqueMSNprojettehorsdustriatum,maiségalementauseindustriatumpourformerdes               

collatérales,quisedivisentdefaçonrépétéepourformerunréseauquirecouvrepratiquement              

tout l’arbre dendritique (Wilson et Groves, 1980). 

 

Les MSNs reçoiventessentiellementdesafférencesglutamatergiquesexcitatrices,en         

provenanceducortexcérébral(Gerfen,1989;Somogyietal.,1981),duthalamus(Laceyet              

al.,2005;Rajuetal.,2008),etdel’amygdale.Lamajoritédesterminaisonsaxonales              

corticalesetthalamiques,quel’onpeutdistinguerpardestechniquesdemarquage(marqueur             

VGluT1pourlesterminaisonscorticostriatales,marqueurVGluT2pourlesterminaisons          

thalamostriatales),formedessynapsesasymétriquessurlesépinesdesdendritesdesMSNs            

(environ95%pourlesterminaisonscorticaleset71%pourlesterminaisonsthalamiques            

(KempetPowell,1971b;Smithetal.,2004;Moss etBolam,2008).D’autresafférences              
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modulentlaréponsedesMSNsàcesentréesexcitatrices:cesontparexemplelesafférences                

dopaminergiquesdelasubstancenoire(Smithetal.,1994),etlesafférencesGABAergiques             

descollatéralesprovenantd’autresMSNs(collatéralesD1versD2essentiellement)oudes            

interneurones (Tepper et al., 2004).  
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II.Biologiedelaneuromodulationdopaminergique      

dans le striatum 

Lasignalisation/neuromodulationparladopamine(DA)joueunrôleimportantdansdes            

fonctionsetcomportementsmultiples,notammentdanslecontrôlemoteur,lapoursuitedes            

récompensesetcomportementsassociés,l’affect/aversion,larégulationdusommeil,la          

motivation, l’attention,lacognition,l’olfaction,lavision,larégulationhormonale,la           

régulationsympathiqueouencorelafonctionérectile.Plusieursmaladiessontdécritesliéesà             

sadégénérationouàsondysfonctionnement,notammentlamaladiedeParkinson(DA            

déficiente),laschizophrénie(DAagissantdefaçonexcessive),ouencorelesaddictions            

(Schultz,2007a,b;Beaulieuetal.,2015).CesontlestravauxdeArvid/Greengard/Kandel            

danslesannées1950squilespremiersproposentunrôleneuromodulateuràladopamine,              

danslarégulationducontrôlemoteur.Avantcela,ladopaminen’étaitconsidéréequ’autitre              

deprécurseurdesynthèse,simpleintermédiairemétabolique danslabiogenèsedes           

catécholamines que sont la noradrénaline et l’adrénaline (Moore et Bloom, 1978). 

1. Métabolisme de la dopamine dans les neurones du mésencéphale 

Dupointdevuedel’histochimie,deuxmarqueursconstantscaractérisentlesneurones            

dopaminergiques(retrouvéspartechniquesdertPCRouanalyseimmunohistochimique):la           

tyrosinehydroxylaseetletransporteurdelarecapturedeladopamine(Haberetal.,1995).               

Onretrouveaussidanscesneuronesdefaçonplutôtspécifique:laL-DOPAdécarboxylaseet               

letransporteurvésiculairedesmonoaminesdetype2(VMAT2)(Fuxeetal.,2010).Dansces              

neurones,ladopamineestproduitedirectementauniveaudesvaricositésterminales,etsa             

synthèseestaccéléréeparlesdépolarisationsdemembrane,suiteàl’activationrapidedela              

tyrosinehydroxylase(TH)(Zigmondetal.,1989).LaTH(quatremonomèresidentiquesde            

poidsmoléculairerespectif~60kDa)estuneoxydasesolubleàfonctionmixtequicatalysela                

transformation de la tyrosine (réaction de meta-hydroxylation) en L-DOPA         

(3,4-dihydroxy-L-phénylalanine),enutilisantleferetlatétrahydrobioptérinecomme         

cofacteurs.SonKmpourlatyrosineestdel’ordredumicromolaire,etlaTHestl’enzyme                
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limitantedanslaproductiondeDAdanslesneuronescarsaturéeparlesfortesconcentrations               

en tyrosine endogène.  

SeulesdefaiblesquantitédeL-DOPAsontretrouvéesdanslestissus,dûàl’activitédela                

DOPAdécarboxylase(spécialiséedansladécarboxylationdesacidesaminésaromatiques)          

quiconvertitaussitôtlaDOPA endopamine(Christensonetal.,1970).LaDOPA             

décarboxylaseutiliselepyridoxylphosphatecommecofacteurenzymatique,possèdeunKm           

baspourlaL-DOPA,etunevitessedecatalyseimportante.Elleestretrouvéedansde               

nombreuxtissusetpopulationscellulairesdel’organismeincluantparexemplelesneurones            

sérotoninergiquesoùellepermetlaconversiondu5-hydroxytryptophaneensérotonine.De           

nombreuxinhibiteursdecetteenzymesontutilisésenthérapeutique(carbidopa,bensérazide,           

alpha-méthyldopa)(Smithetal.,2012).Aprèssasynthèsecytosolique,ladopamineest           

stockéedansdesvésicules(~40nmdediamètre)essentiellementlocaliséesauniveaudes              

varicositésdesterminaisonsaxonales,etàdefortesconcentrationsintravésiculaires(Omiatek           

etal.,2013).Danslesvésiculessontaussistockéesd’autresprotéinesetpetitesmolécules,              

commeleschromogranines,leglutamate,lesionschlorures,leGABAouencorel’ATP.La              

vésiculationestmédiée parletransporteurvésiculairedesmonoamines detype2            

(VMAT2)(Nirenbergetal.,1996),unhomologueauxpompesderésistanceauxdrogues            

retrouvéeschezcertainesfamillesdebactéries,connupoursacapacitéàtransporterles             

aminesbiogènes,incluantlatryptamineetlatyramine,ainsiquelesamphétamines.Le             

VMATauneaffinitéfortepourlaréserpine(inhibiteurspécifiqueirréversible),qui​invivo              

bloquelavésiculationdesmonoaminesendogènes.Lestraitementsàlaréserpineontdonc             

poureffetdedépléterlesniveauxencatécholaminesdanslesneurones.Enfinlorsqu’un             

potentield’actionatteintlesterminaisonsdopaminergiques,l’augmentationdesniveaux         

intracellulairesen calcium induitlafusiondes vésicules aveclamembrane, et            

l’exocytose/libérationdeladopaminedanslemilieuextracellulaire.L’augmentationdes          

niveauxdedopaminedansl’espaceextracellulaireentraîneaussiuneélévationdesniveaux            

desesmétabolitesdanslestissusetfluidesalentours(Hornykiewicz,2001).Lesmétabolites             

majeursdeladopaminesontdesproduitsdeO-méthylationetdedésaminationoxydative.Ce              

sontparexemple:l’acide3,4-dihydroxyphénylacétique,la3-methoxytyramineetl’acide          

homovanillique.Ces dernierssontobtenusparl’actioncoordonnéedesmonoamines          

oxydases(MAOs)(Shih,1991)etdescatechol-O-methyltransférases(COMTs)(WhiteetWu,          
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1975),quisontlesciblesdethérapeutiquesanti-parkinsoniennes,aumêmetitrequelaDOPA              

décarboxylase (Smith et al., 2012). 

 

Enfinlesactions(pré-etpost-synaptiques)deladopaminesontprincipalementterminéespar             

unprocessusderecapture.C’estlaprotéinemembranaireDAT(​dopaminetransporter​)qui            

assurelarecapture(Massonetal.,1990;Girosetal.,1996;Samadietal.,2007),etquel’on                  

retrouveexpriméelelongdesfibresdopaminergiquesmaisaussidansquelquescellules            

gliales.Larecapturecontribuegrandementaumaintien desniveauxtoniquesenDA            

extracellulaire (Cherguietal.,1994).Laouabaïne(inhibiteurdesNa;K-ATPases)etla            

vératridine (quiouvre lescanauxsodiques)inhibentlarecapture.La cocaïne,le            

méthylphénidate(Ritaline*)etlesantidépresseurstricycliquessontdesinhibiteurspuissants          

duDAT, etexercentainsideseffetsdopaminomimétiquesindirectsenempêchantla            

recapturedelaDAprésentedanslemilieu extracellulaire.Parailleurslaneurotoxine             

6-OHDA,utiliséepourmodéliserlamaladiedeParkinsonchezl’animal,utiliseceprocessus             

derecaptureactivepourêtreaccumuléedanslesneuronesdopaminergiques,etlesdétruireen              

amorçanttouteuneséried’événementsoxydatifs(e.g.libérationdeperoxyded’hydrogène           

parauto-oxydation,formationdedérivésquinones)(Blumetal.,2001).Ladopamineen            

stimulantlesautorécepteursD​2​-likedesterminaisonsprésynaptiquesexerceparailleursune           

régulationnégativesursonturnover,viatroisgrandsmécanismes:1)l’inhibitiondelaTHet                

delasynthèsededopamine,2)l’inhibitiondel’exocytoseviaactionsurdescanauxioniques               

etsurlepotentieldemembrane,et3)l’augmentationdelarecapture(Zhangetal.,2009;                

Ford,2014;Riceetal.,2011).​Deshétérorécepteurspeuventégalementmodulerl’exocytose            

delaDAauniveaudesterminaisonsdopaminergiques,enparticulierlesrécepteursau             

glutamate, au GABA, ou encore à l’acétylcholine.  

 

Deux modes de dépolarisation : 

C’estdanslesannées1980squepourlapremièrefoislesneuronesdopaminergiquesontété               

caractérisésdupointdevueélectrophysiologique(GraceetBunney,1984a,b).Aujourd’hui,           

deuxmotifs-typesdedépolarisation,toniqueouphasique,sontdécritsdansdesétudeschez             

l’animal(GraceetBunney,1984a,b;Gonon,1988;SeamansetYang,2004;Hauber,2010).            

Vialeurcouplageàlasignalisationcalcique,cesdeuxmodesdedépolarisationrégulent             

l’exocytosedeladopaminevésiculéedanslesterminaisonsdopaminergiques(Riceetal.,            
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2011),ainsiqueleprofilspatiotemporeldesniveauxendopaminedanslecerveau(Riceet               

al., 2011; Zhang et al., 2009).  

 

Lorsquel’animaln’estpasactivementengagédansunetâchecomportementale,lesneurones            

dopaminergiquesontuneactivitéélectriquecontinuedebassefréquence(0,1-10Hz),pendant            

laquelleilspropagentdespotentielsd’actionindividuels(mode​pacemaker​)(Bayeretal.,           

2007)(Schultz,1986),caractérisésparleurrelativementlonguedurée(2à4ms)etleurprofil               

polyphasique(montéebiphasiqueetAHPprominent)(Dianaetal.,1989).Unpotentiel           

d’actionunique,nedurantpourtantquequelquesmillisecondes, peutéleversurdesdurées             

centfoispluslongueslesniveauxextracellulairesendopamine.Denombreuxcanaux,            

commelescanauxKv4.3,HCNetSK3,permettentlagénérationetlarégulationd’une              

activitéélectriquetonique(GraceetBunney,1984a,b),etcettedernièreprésentela            

particularitéd’êtreinhibéeparl’activationd’autorécepteursdetypeD​2(Ford,2014).Les            

dépolarisationsdebassefréquenceaboutissentàlalibérationdefaiblesquantitésde            

dopamineetaumaintiend’unniveautoniquededopamineextracellulaire(10-100nM)            

(Keefeetal.,1993;Florescoetal.,2003;Ventonetal.,2003)danslesstructurescibles                

commelestriatum(Schultz,2007;Zhangetal.,2009).Lesniveauxtoniquesdedopamine              

permettentauxdifférentscircuitsneuronauxciblésparladopamined’assurerleurfonction            

normale.Ilspeuventêtrerégulésetévoluersurdeséchellesdetempsassezlongues,en               

fonctiondel’étatcomportementaldel’animalcommedanslessituationsdedoute,destress,              

ouderécompense(Schultz,2007).Lesneuronesdopaminergiquesn’ontpastousuneactivité             

spontanée:aumoins50%d’entreeuxnedépolarisentpasaurepos.C’estessentiellementle               

tonusinhibiteurexercéparlesneuronesGABAergiquesdupallidumventralquilimite            

l’activité des neurones dopaminergiques (Floresco et al., 2003). 

 

Aucoursdecontextes/stimulienvironnementauxparticulierslespotentielsd’actionsuniques          

dumodededépolarisationrégulier(​pacemaker​)sontparfoisremplacéspardestrains/rafales            

de2-10potentielsd’action,déchargésàplushautefréquence(20-80Hz)(Schultz,2007;            

SchultzetRomo,1990;GraceetBunney,1984a).L’augmentationdelafréquencedes             

dépolarisationsestréguléeparlesrécepteursionotropiquesauglutamatedetypeNMDA,            

activésparlessignauxglutamatergiquesprovenantenparticulierdunoyausubthalamiqueet            

dutegmentumpédonculopontin(GraceetBunney,1984a;Florescoetal.2003).Initialement            
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sous-corticales)vialeursaxonestrèsdéveloppés(BjorklundetDunnet,2007;Matsudaetal.,             

2009).Quatregrandesvoiesdopaminergiquesnaissentdecesdifférentsnoyaux:1)lavoie              

nigrostriée,impliquéedanslaproductionmotriceetquirelielaSNaustriatum,2)lavoie                

méso-limbique quirelielemésencéphale auxstructureslimbiquescommel’amygdale,          

l’hippocampeoul’accumbens,3)lavoiemésocorticale, impliquéedanslesprocessus           

exécutifsetquirelielemésencéphale auxrégionsfrontalesducortex,4)etlavoie               

tubéro-infundibulaire(tubéro-hypophysaire)essentiellementimpliquéedanslarégulation       

neuroendocrine.Parmicesquatrevoies,lavoiedopaminergiquenigro-striéeestlaprincipale,            

etdégénèreaucoursdelamaladiedeParkinson,affectantl’activitédesvoiesdirecteet               

indirectedesganglionsdelabase,etprovoquantainsil’apparitiondestroublesmoteursdela               

maladie (Smith et Kieval, 2000; Smith et Villalba, 2008).  

L’essentieldeladopaminecérébraleestretrouvéconcentrédanslecircuitdesganglionsdela               

base,etdetouslesnoyauxconstituantcecircuitlesfibresdopaminergiquesdelaSN               

innerventprincipalementlestriatum(Bolametal.,2000;KreitzeretMalenka,2008;Enaet              

al.,2011).​Horsdusystèmedesganglionsdelabasecesontsurtoutdesrégionscommeles                 

aireslimbiquesetcorticales(dontcortexpréfrontal)quisontinnervées(Bjorklundet            

Dunnett, 2007).  

 

Lesprojectionsreliantlemésencéphaleaustriatum(voiesnigrostriéeetmésolimbique)ont            

unecertaineorganisationtopographique:lesneuronesdopaminergiquesdelarégionmédiane            

dumésencéphale(VTA)projettentverslespartiesventralesdustriatumetversl’accumbens,             

alorsquelesneuronesdopaminergiqueslocalisésdefaçonpluslatérale(SNpcetaire             

rétrorubrale)projettentsurtoutverslapartiedorsaledustriatum.Etpourcomplexifierunpeu              

plus,différentssous-groupesdeneuronesdopaminergiquesciblentdefaçondifférentielleles           

compartiments​patchesou​matrixdustriatum(Gerfenetal.,1987a,b).DanslaSNpcl’onpeut               

distinguerunsegmentdorsaletunsegmentventral.LesegmentdorsaldelaSNpcestcontinu                

aveclaVTA,etlesneuronesdecetterégion(marquagepositifàlacalbindine)étendentleurs                

dendritesdanslesplansdelaSNpcmédianeetlatérale.LesegmentventraldelaSNpcest                 

organiséendeuxsous-parties,dontl’uneestadjacenteausegmentdorsal,etoùlesneurones               

(négatifsàlacalbindine)étendentleursdendritesventralementdanslaSNr.Desétudesde              

traçageaxonalontmontréquelesprojectionsdesneuronesdelaVTA,dusegmentdorsalde                

laSNpcetdel’airerétrorubraleciblentpréférentiellementlescompartimentsmatricielsdu            
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striatum,alorsquelesneuronesdesdeuxsous-partiesdusegmentventraldelaSNpcvisent               

préférentiellementlesstriosomes(Gerfenetal.,1987a,b).Desprécisionsontétéapportées            

parMatsuda etcollèguesen2009quimontrentquelesneuronesdopaminergiquesdes             

segmentsdorsaletventraldelaSNpcprojettentenréalitéleursaxonesdanslesdeux               

compartiments​patchet​matrixdustriatum,maisqu’ilstendentàfavoriserl’unoul’autre              

(Matsuda et al., 2009).  

 

Connectivité des neurones dopaminergiques : 

Lessegments​parscompactaet​parsreticulatadelaSNreçoiventàpeuprèslesmêmes                

innervations,etlesdendritesdesneuronesdelaSNpcétablissentenproportionautantde              

synapsesGABAergiquesetglutamatergiques.Lestriatumd’unepartestleprincipalnoyau            

émettantendirectiondelaSNpc(SmithetBolam,1990):lesprojectionsstriatalesversla                

SNpcproviennentpréférentiellementdesstriosomes,alorsquelesneuronesstriatauxdela            

matrixprojettentsurtoutverslepallidumetlaSNr.LaSNreçoitaussidesentréesinhibitrices                

enprovenanceduGPe (SNrprincipalement),desafférencescholinergiquesprovenant          

essentiellementdunoyaupédonculopontin,desinfluxprovenantdel’amygdale(àl’exception           

delaSNr)(GonzalesetChesselet,1990),desafférencesinhibitricesprovenantdel’habénula             

latérale(HerkenhametNauta,1979)etdunoyautegmentalrostromédian.Enfinilexisteune              

innervationnotable(etreverse)desneuronesdopaminergiquesdelaSNparlesneurones             

glutamatergiquesdesrégionscorticalesetsous-corticalesducortex,del’hippocampe,de           

l’amygdale et du thalamus.  

 

Transmission volumique du signal dopaminergique dans le striatum : 

LesaxonesdopaminergiquespeuventétablirdescontactssynaptiquesaveclesMSNs du            

striatumauniveaudesarbresdendritiques(30-45%dessynapses)etducoudesépines              

dendritiques(50-65%dessynapses),làoùseconnectentlesterminaisonscortico-thalamiques           

(Freundetal.,1984).Néanmoinslesciblespost-synaptiquesdelaDA(lesrécepteursD​1​-et               

D​2​-like,voirchapitre3)sontlocalisésàdistancedecessynapses(Cailléetal.,1996;Hersch                

etal.,1995;Yungetal.,1995),etlaDAlibéréeparlesneuronesdopaminergiquesdoit                

diffuserdepuissessitesdelibérationpourlesactiver(onparlealorsdetransmission              

extrasynaptique,ouvolumique)(Pickeletal.,1996;Descarriesetal.,1996).Ladensitédes              

sitesdelibérationdelaDAestnéanmoinstrèsimportantedanslestriatum,avecunedistance                
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moyenneentredeuxsitesdelibérationde4µm(Doucetetal.,1986).Lerayonmoyende                 

diffusiondelaDAdepuissonsitedelibérationestestiméà7µm(RiceetCragg,2008),etsa                    

demi-vie​invivoestestiméeà30millisecondes(Gononetal.,2000;Ventonetal.,2003).La                 

recapturedelaDAparleDATestleprincipalfacteurlimitantsonrayondediffusiondans                 

l’espaceextracellulaire.Chezl’individuparkinsoniencedernierpeutêtreaugmentéjusqu’à           

32 µm suiteàlaprisedeL-DOPA (conséquencedelapertedesterminaisons              

dopaminergiques striatales et de la déplétion en DAT)(Mosharov et al., 2015). 

 

Parailleursseules20%desépinesdesMSNsengagéesdansuncontactsynaptiqueavecles               

afférencescorticalessontaussiapposéesàunaxonedopaminergique,et9%réalisent            

effectivementunesynapsedopaminergique.Seules27%desépinesdesMSNsengagéesdans            

uncontactsynaptiqueaveclesterminaisonsthalamiquessontégalementapposéesàunaxone             

dopaminergique,et9%réalisentunevéritablesynapsedopaminergique​(MossetBolam,           

2008).  

3. Contrôle dichotomique des voies directe et indirecte par la dopamine  

Al’échelledustriatum,l’unedesprincipalesactionsdelaDAconsisteàmodulerlefluxdes                 

informationsexcitatricesprovenantducortexetduthalamus,notammentviaseseffetssur             

l’excitabilitédesneurones(Nicolaetal.,2000),médiésparlesrécepteursdopaminergiques            

destypesD​1etD​2(Surmeieretal.,2007;Shenetal.,2008;Wickens, 2009;Gerfenet                 

Surmeier, 2011; Tritsch et Sabatini, 2012) :  

1)laDAaugmentel’excitabilitéintrinsèquedesMSNsdetypeD1(striato-nigraux)et            

induitunepotentiationàlongterme(ouLTP,​long-termpotentiation​)dessynapses            

glutamatergiques corticostriatales (facilite l’activation de la voie directe) 

2)laDAdiminuel’excitabilitéintrinsèquedesMSNsdetypeD2(striato-pallidaux)et            

induitunedépressionàlongterme(ouLTD,​long-termdepression​)dessynapses            

glutamatergiquescorticostritales(empêchel’activationdelavoieindirecte).Jusqu’à         

récemment,ceseffetsdichotomiquesdelaDAsurlefonctionnementdesMSNsde             

typeD1etD2,etlesmécanismespermettantlesLTP/LTDdanslestriatumontété               

sujetàcontroverse,notammentparcequelesMSNssontmélangésdefaçonassez             

homogènedanslestriatum,etdifficilementdistinguablesdupointdevuede            
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l’électrophysiologie.C’est latechnologiedes sourisBAC qui, couplée à          

l’optogénétique,apermisdeclarifierlanaturedeseffetsgénérésparlaDAdansle               

striatum,etdeconfirmerlesprédictionsdebasedumodèleclassiqued’organisation            

desvoiesdirecteetindirecte(Surmeieretal.,2007;Gertleretal.,2008;Obesoetal.,                

2008;Valjentetal.,2009;Kravitzetal.,2010;Cerovicetal.,2013;Thibaultetal.,                

2013).​Surmeieretcollègues(Shenetal.,2008)montrentparexemplequelaLTPa               

lieulorsqu’uneactivitéprésynaptiqueprécèdel’activitépostsynaptique,etc’estle          

phénomèneinversepourlaLTD(l’activitépostsynaptiquedoitprécéderl’activité          

présynaptique).Lesdeuxformesdechangementsdeplasticitépeuventseproduire           

danslesMSNsdetypeD2,etsontbloquéesparlesantagonistesD​2(maispasD​1​).                

DanslesMSNsdetypeD1laLTPestmédiéeparlesrécepteurs-canauxauglutamate               

NMDA (​N-Methyl-D-Aspartate​), et la LTD, bloquée par lesrécepteurs         

métabotropiquesauglutamatemGlur5,etdifficileàproduiresilerécepteurD​1n’est             

pas bloqué. 
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III.Transductiondusignaldopaminergiquedansle       

striatum 

1. Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) 

DenombreuxRCPGssontexprimésdanslestriatum(Table2,Samadietal.,2007),parmi               

lesquelssetrouventlesrécepteursàladopamine.LesRCPGspermettentunetransduction             

lentedessignauxdanslacellule,enrégulantnotammentlesniveauxdusecondmessager              

adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et l’activité de ses différents effecteurs. 

 

Table 2: Principaux récepteurs exprimés dans le striatum (extrait de Samadi et al., 2007). 
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Lesrécepteursàladopamineappartiennentàlaclasse“A”desRCPGs,oufamille              

rhodopsine,laplusgrandedesfamillesdeRCPGs.LesrécepteursdetypeD​1 sont              

généralementcouplésauxprotéinesGdetypeG​s​.,etuneparticularitédustriatumest              

d’exprimerdefortsniveauxdelaprotéineG​olfaulieudeG​s(Drinnanetal.,1991),etc’est                  

G​olf​ qui assure le couplage entre le récepteur D​1​ et les cyclases (Hervé et al., 1993). 

 

Al’étatdereposlaprotéineGestancréeàlamembranesoussaformetrimériqueαβγ                 

(ancrageviaγ),etlasous-unitéαlieduGDP.LaliaisonduligandauRCPG(stoechiométrie                 

1:1)provoqueunesuccessiond’interactionsetdechangementsconformationnels,permettant          

infinelerecrutementdelaprotéineG. LaprotéineG peutparfoisêtreretrouvée               

“pré-couplée”auRCPG,avantmêmequelerécepteurnesoitstimulé(lerécepteurestalors               

danssonétatdehauteaffinité,voirparagraphesurlesrécepteursD​1etD​2​-like).Lecouplage                

entrelaprotéineGetlerécepteuractivéprovoqueunéchangeduGDPparduGTP.La                 

sous-unitéα-GTPetledimèreβγsedissocientalors,pourensuiterespectivementmoduler             

l’activitédeleurseffecteurs,commeparexemplelesadénylylcyclases,productrices           

d’AMPc,ouencorelaphospholipaseC,cibléesparlessous-unitésalpha.L’actiondes             

protéinesG surleseffecteursestterminéeparlesprotéinesRGS(régulatricesdela              

signalisationparlesprotéinesG)quicatalysentlatransformationduGTPportéparla              

sous-unité α libre en GDP, et son retour à l’état de repos (Xie et Palmer, 2007). 

2. Les Adénylyl cyclases (ACs)  

LesAdénylylCyclases(ACs)catalysentlaconversiondel’adénosinetriphosphate(ATP)en            

adénosinemonophosphatecycliqueouAMPcenlaprésencedeMg​2+​.Leuractivitéest             

canoniquement régulée par les protéines G de type G​s​, G​olf​ et G​i​ (Hanoune et Defer, 2001). 

 

Dixfamillesd’ACs(AC1-AC10)ontétéidentifiéesàcejourchezlemammifère,lesneuf               

premièresregroupantdesisoformesd’ACsmembranairesassezsimilaires,issuesde9gènes            

différents(lesisoformesd’AC5/6/8possèdentparailleursdesvariantsd’épissage),etla             

dixièmeuneisoformesoluble(sAC)retrouvéeessentiellementdanslestesticules(Pateletal.,             
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2001).Lesneufisoformesd’ACsmembranairessonttoutesretrouvéesdanslecerveau            

(Hanoune et Defer, 2001; Tasken et Aandahl, 2004).  

 

L’ondistinguesouventlesdifférentesisoformesd’ACssuivantleursensibilitéaucalcium:             

1)lesACspositivementréguléesparlecomplexecalcium/calmoduline(casdesACs1/3/8),             

2)lesACsnégativementréguléespardefaiblesconcentrationsencalcium(inférieuresau             

µM)(ACs5et6)ouparlecomplexeCa2+/calcineurine(AC9),3)etlesACsinsensiblesau                 

calcium(ACs2/4/7).D’autresmécanismesderégulationdesACsontégalementétédécrits.             

LedimèreβγdesprotéinesGpeutrégulerl’activitédesACs,aumêmetitrequecertaines                

protéinesdesignalisationtellesqueleskinasesAetCouencorelescalcium/calmoduline              

kinases(voirTable3).Enfin,touteslesACsàl’exceptiondel’AC9sontactivablesparla                

forskoline(fsk),principeactifextraitdelaplante​Coleusforskohlii​,originaired’Indeettrès              

utilisée en médecine ayurvédique.  

 

Table 3 : Propriétés de régulation des dix familles d’ACs (extrait de Hanoune et Defer, 2001) 
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Ladistributiondesdifférentesisoformesd’ACsmembranairesesthétérogènedansletissu            

cérébral.Dans lestriatum,lesACs 2/5/8/9sontexprimées(MonsetCooper,1995)             

majoritairement. L’ARNmdel’AC5estfortementretrouvédanslesneuronesépineux,           

contrairementauxmessagersdesisoformes8et9(Antonietal.,1998;Pateletal.,2001).                

L’isoformeAC2estprincipalementretrouvéedanslesinterneuronescholinergiques(Monset           

Cooper,1995).Lestypesdecyclasesexpriméesdanslestriatumvarientaucoursdu              

développement,l’expressiondel’AC5enparticulierprédominesurcelledel’AC1àl’âge             

adulte (Matsuoka et al., 1997). 

3. Les Phosphodiestérases (PDEs) 

Les phosphodiestérases (PDEs) sont les enzymes qui hydrolysent les nucléotides cycliques 

etsontlaprincipalevoiederégulationnégativedesniveauxintracellulairesdel’AMPc(les              

autresvoiesnégativesétantles“​Multi-drugResitantProtein​s”etlaperméationpassiveà             

traverlamembrane).Larégulationdel’activitédesphosphodiestérases,quecesoitpardes              

mécanismesbiologiquesoudesinhibiteurschimiques,détermineladynamiquedessignaux           

intracellulairesAMPc etGMPc (KeravisetLugnier,2012).Lesphosphodiestérases          

présententunintérêtparticuliercarlastructuredusitecatalytiquepermetdecréerdes              

inhibiteursàhauteaffinitéetsélectivité,unepropriétéquiapermisàl’industrie             

pharmaceutiquededévelopperdenombreuxcandidatsmédicaments.Pourcetteraison,cette           

partie est développée plus en détail. 

OnzefamillesdePDEs(PDE1-PDE11)ontétérépertoriéeschezlemammifère,rassemblant            

plusde50isoformesdifférentes,codéespar21gènesdifférents.LesPDEsd’unemême              

famille sont codées par 1 à 4 gènes différents, avec divers variants d’épissage alternatif. 

CertainesPDEshydrolysentspécifiquementl’AMPc(PDEs4/7/8),d’autresleGMPc(PDEs           

5/6/9), et certaines peuvent dégrader indifféremment AMPc et GMPc (PDEs 1/2/3 10/11). 

LestriatumexprimedetrèsfortsniveauxdemessagersdePDE1B,PDE7BetPDE10A.Les               

PDE2A,PDE4A,B,D,PDE8etPDE9sontexpriméesàdesniveauxplusmodérés(Lakicset                

al., 2010; Kelly et al., 2014). 
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PDE1 

LesPDE1ssontdesPDEscytosoliquesàdoublespécificitédesubstrat,etlesseulesPDEsà                

êtreréguléesparlecalcium,vialacalmoduline.LaPDE1Bprésenteuneaffinité(Km)pourle                

GMPclégèrementsupérieureàcellepourl’AMPc(Kmde33µMpourl’AMPccontre5µM                

pourleGMPc)(Poppeetal.,2008).LesPDE1spossèdentdeuxsitesderégulationparle                

complexecalcium/calmoduline(Ca2+/CaM)enrégionNterminale.Lafixationducomplexe           

Ca2+/CaMsurcessitesderégulationaugmentelavitessed’hydrolysedesPDE1s(Vmax)             

sansmodifierleuraffinitépourlesnucléotidescycliques.LaPDE1Bestexpriméedefaçon              

spécifiqueetabondantedanslesneuronesépineuxdustriatum(Repsakeetal.,1993;Omori              

etKotera, 2007;Fidocketal.,2002),présenteessentiellementdanslecerveau,tissu             

cardiaqueetmuscleslisses.L’importancedesonrôlefonctionneldanslestriatumaété              

démontréchezdessourisPDE1B-KO,quiprésententunehyperactivitélocomotriceetune            

sensibilité accrue aux amphétamines ​(Reed et al., 2002; Ehrman et al., 2006)​. 

 

PDE2  

IlexistetroisisoformesdePDE2s,codéesparungèneuniquepouvantdonnertroisvariants               

d’épissage:PDE2A1,PDE2A2etPDE2A3.Lestroisisoformessedistinguentparleur             

segmentNterminal,quidétermineleurlocalisationsubcellulaire:lesPDE2A2etPDE2A3             

sontmembranaires, etlaPDE2A1estsoluble(KeravisetLugnier,2012).D’autres            

localisationssontdocumentéespourlaPDE2A:lesenveloppesnucléaires(Lugnieretal.,             

1999)etl’appareilGolgi(Geoffroyetal.,1999).LesdomainesCterminauxetactivités              

catalytiquesdestroisisoformesdePDE2sontsimilaires.LesPDE2shydrolysentl’AMPc            

(Kmde110µM)etleGMPc(Kmde31µM)avecdesvitessesderéaction(Vmax~200                  

µmol/min/mg)similairespourlesdeuxnucléotidescycliques(Poppeetal.,2008).LesPDE2s             

sedistinguentparleurdomainederégulationNterminal,sensibleauGMPc.Cedernier              

renfermeeneffetdeuxdomainesGAF:GAFAetGAFB(Martinezetal.,2002).Les                 

domainesGAFsonttrèsconservésdansl’évolution,etsontretrouvésdanslastructurede              

troisgrandesclassesdeprotéines:lesphosphodiestérasesspécifiquesetréguléesparle             

G​MPc(lesPDEsdesfamilles5/6/10/11),les​a​dénylylcyclasesprovenantdescyanobactéries            

dugenre​Anabaena​,etlefacteurdetranscriptiondelaFormatehydrogenlyase​F​hlAprésent               

chez​E.coli(citerGAF)​.LesPDE2ss'associentenhomodimères(poidsmoléculairede103              

kDaparmonomère). C’estledomaineGAFAdusegmentNterminalquipermetla               
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dimérisationdesPDE2sentreelles.L’onattribueparfoiscettefonctionàlafoisaux              

domainesGAFAetGAFB(Heikausetal.,2009).Ledomainederégulationallostérique               

GAFBlieleGMPc(Kd:10-30µM),etégalementl’AMPc,maisavecuneaffinité30fois                  

inférieure.L’activitécatalytiquedesPDE2speutêtreaugmentéejusqu’à30foisparla             

fixationduGMPcenconcentrationsphysiologiques(1-5µM)audomaineGAFB(Keraviset              

Lugnier,2012).L’AMPcpeutaussisefixeraudomaineGAFB,mais soneffetsur               

l’activationdesPDE2sestmoindrecomparéàceluiduGMPc.LaPKCpeutégalement              

phosphoryler la PDE2, et augmenter ainsi son activité catalytique (Geoffroy et al., 1999).  

L’onretrouvelaPDE2expriméedansplusieursrégionscérébralescommel’hippocampe,le            

cortex, le bulbe olfactif ou le striatum (Stephenson et al., 2009, 2012; Kelly et al., 2014). 

LaPDE2AestunecibleimportanteduGMPcdanslestriatum,etsonactivationparleGMPc                 

moduleefficacementl’intégrationdessignauxAMPcetPKAdanslesMSNs(Politoetal.,              

2013).IlenestdemêmepourlamodulationdesréponsesAMPcàladopaminetransitoire                

dans lesMSNs D1 (travauxencourschezsouriceau,ainsiquechezlasouris              

hémi-parkinsonienne, voir résultats Parkinson).  

 

La PDE2 et sa modulation par le GMPc dans le striatum : 

Leguanosine3’-5’monophosphate cyclique(GMPc)joueunrôleclédansplusieurs            

processusbiologiquesassurantlacognition,lamémoire,larégulationhémodynamique,la           

réponseimmune,lafonctionmotrice,etc.Danslestriatumcesecondmessagernucléotide             

cycliqueestproduitparlesMSNsetlesinterneuronescholinergiques,suiteàl’activationdes              

guanylylcyclasesparticulaires(pGC)ousolubles(sGC).LapGCnesemblepasexprimée             

danslesneuronesépineuxdustriatum(Hermanetal.,1996),tandisquelasGGestfortement                

exprimée(Dingetal.,2004;Arianoetal.,1982),indiquantquelasGCactivéeparleNOest                  

laprincipalesourcedeGMPcdanslestriatum.LeNOyestproduitparlesinterneurones                

exprimantlaNOsynthase.LesélévationsenGMPcfaisantsuiteàl’activationdessGCspar               

leNOpeuventmodulerplusieurseffecteurscommelescanauxCNGs,lesprotéineskinases             

GMPc-dépendantes(PKGs),etplusieursPDEs,dontlaPDE2A(ThrelfelletWest, 2013;            

Potter, 2011). 
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LeBAY-607550(Boessetal.,2004)estuninhibiteursélectifdelaPDE2(IC​50de2-5nM),et                  

l’inhibitiondelaPDE2danslecerveauestactuellementenvisagéepourletraitementdes              

troubles cognitifs (Blokland et al., 2006). 

 

PDE4  

LafamilledesPDE4shydrolysel’AMPcspécifiquement.QuatregènescodentpourlesPDEs             

decettefamille:PDE4A(chr19p13.2),PDE4B(chrs1p31),PDE4C(chrs19p13.1)et              

PDE4D(chrs5p12).Chacunepossèdeplusieursvariantsd’épissagealternatif.Plusde25            

isoformesdePDE4ontainsiétédécriteschezl’homme,depoidsmoléculairecomprisentre              

50et125kDa(Bolgeretal.,2006).LesPDE4ssedistinguentdesautresPDEsparla                 

présencedeséquencesuniquesenpartieNterminale,appeléesUCR(​upstreamconserved            

region​)1etUCR2(Bolgeretal.,1993).LesisoformeslonguesdePDE4sexprimentles                

deuxséquencesUCR1etUCR2.LesisoformescourtesdePDE4sn’exprimentpaslarégion                

UCR1,etlesisoformessuper-courtesn’exprimentqu’unemoitiédelarégionUCR2              

(Houslayetal.,2007).LarégionUCR1contientunsitedephosphorylationpourlaPKA,qui                 

unefoisphosphoryléempêchel’interactionentrelesrégionsUCR1etUCR2,menantainsià              

uneaugmentationdel’activitécatalytique(facteur2)(Limetal.1999;Beardetal.,2000).Ce                

mécanismederégulationparlaPKAseraitunfeedbacknégatifpouratténueretlimiterles               

signauxAMPc.LapartieCterminaledudomainecatalytiquedesPDE4s,exceptépourla              

PDE4A,contientquantàelleunsitedephosphorylationpourlakinaseERK(​extracellular              

signal-regulatedkinase​),quiunefoisphosphorylépermetl’activationdesisoformescourtes           

dePDE4s,etl’inhibitiondesisoformeslongues(Baillieetal.,2000).Cecontrôle             

bidirectionneldeskinasesPKAetERKsurl’activitédesPDE4(isoformeslongues)enfont              

unnoeudclédanslacommunicationinter-signauxintracellulaires:laphosphorylation           

simultanéedesPDE4parlaPKAannulel’effetinhibiteurdeERKsurl’activitécatalytique,              

etpermetleretouràunétatd’activitébasal.Plusrécemment,desrégulateursadditionnels              

(Cdk5etCaMKII)del’activitéPDE4ontétédécrits,etsupportentl’idéequePDE4joueun                

rôlecentraldansl’intégrationdessignauxAMPc/Ca​2+(MikaetConti,2016;Plattneretal.,              

2015).LesPDE4s,aumêmetitrequelesPDEsd’autresfamilles,existentsousformede               

dimères.LesrégionsUCRpermettentladimérisation.SeuleslesisoformeslonguesdePDE4             

contenantlesséquencesUCR1etUCR2peuventdimériser(RichteretConti,2004).La             

localisationsubcellulairedesPDE4sestdéterminéeparlesAKAPs(​Akinaseanchoring            
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proteins)​,connuespourleurrôledansl’ancragedelaPKA,principaleffecteurdel’AMPc              

(Skroblinetal.,2010;Welch etal.,2010;Dodgeetal.,2001).L’onretrouvelesPDE4s                

expriméesunpeupartoutdansl’organisme,notammentdanslecerveau,lesmuscleslisses,le              

coeur,lesreins,lescellulesendothélialesetleslymphocytes(Lakicsetal.,2010;Keraviset               

Lugnier,2012;Kellyetal.,2014).LaPDE4Bestexpriméemajoritairementdanslestriatum              

et le noyau accumbens (Cherry et Davis, 1999).  

 

La PDE4 joueun rôleimportantdans larégulationdes réponsesauxstimuli             

beta-adrénergiquesetdopaminergiquesdanslesneuronesducortexsensoriel(Castroetal.,            

2010,2013).LessourisPDE4D-KOontunphénotyperésistantàladépression(Zhangetal.,               

2002),etlesinhibiteursdelaPDE4ontétéenvisagéspourletraitementdeladépression.Le                 

rolipramestuninhibiteurspécifiquedelaPDE4(Schwabeetal.,1976;Lugnieretal.,1986,                

1993),trèspuissantetprésentantdespropriétésd’antidépresseur(WachteletSchneider,           

1986).Mais sonutilitéencliniqueestlimitéeparseseffetsindésirables(nausées,             

vomissements).LesinhibiteursdePDE4,commeleroflumilast(Hatzelmannetal.,2010),            

sontessentiellementutilisésdansletraitementdemaladiesinflammatoiresetrespiratoires           

(asthme,broncopneumopathies, arthrite), et concernant lesautres applications en         

neuropsychiatrie,desinhibiteursspécifiquesetdesmodulateursallostériquesdelaPDE4D           

sontenvisagéscommeprocognitifs(Burginetal.,2010).Laschizophrénieestunautre             

exempledepathologieoùlaPDE4estciblée,carlabaissedesniveauxintracellulairesen               

AMPcestunendophénotypesouventdécritdanslaschizophrénie(Garveretal.,1982;Muly,              

2002).PlusieursétudesontdémontrélacapacitédesinhibiteursdePDE4àproduiredes              

effetsantipsychotiques.Chez lerat,lerolipram,annule-aumême titrequeles              

antipsychotiquesclassiques-leseffetsdélétèresdel’amphétaminechezunmodèleanimalde             

schizophrénie​.​(Maxwelletal.,2004).IlestégalementdécritpourlaPDE4uneassociation              

aveclaprotéineadaptatriceDISC-1(​disruptedinschizophrenia1​)(Millaretal.,2005).            

DISC-1interagitaveclaPDE4BviasondomaineUCR2,etlesélévationsenAMPc              

permettentlalibérationdePDE4B,etuneaugmentationdesonactivitéphosphodiestérasique.            

LaprotéineDISC-1estimpliquéedanslarégulationdelacroissanceneuronaleetdansla               

migration,etestlepremierfacteurderisquegénétiqueassociéàlaschizophrénie(Millaret               

al.,2005;SawaetSnyder,2005).DeplusuneanomaliedugènedePDE4Bestretrouvéedans                 

une famille de patients schizophréniques (Millar et al., 2005). 
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PDE7 

Lafamille7desPDEsregroupedesPDEsspécialiséesdansl’hydrolysedel’AMPc,àaffinité               

particulièrementélevée(Kmd’environ0,2µM,lapluspetitevaleurdeKmmesuréepourles               

PDEsdégradantl’AMPcdanslestriatum)(Michaelietal.,1993;Sasakietal.,2002).Les              

PDE7ssontinsensiblesaurolipram(inhibiteurspécifiquedesPDE4s)etnepossèdentpasde              

séquencesderégulationconnuessurleursegmentNterminal.Deuxgènescodentpourles              

PDEsdecettefamille,PDE7A(chrs8q13)etPDE7B(chrs6q23-q24).Ilexistetroisvariants               

d’épissagepourlaPDE7A:PDE7A1(57kDa),PDE7A2(50kDa),PDE7A3(50kDa),et               

quatrevariantspourlaPDE7B:PDE7B1,PDE7B2,PDE7B3etunquatrièmevariant             

retrouvésurGenbank. Les variantsPDE7B1 etPDE7B3présententdeuxsitesde            

phosphorylationparlaPKA.L’ARNmdesPDE7sestprésentdanslecerveauainsiquedans               

denombreuxtissuspériphériques(Miroetal.,2001;Menniti etal.,2006;Kelly2014).              

L’ARNmdugènePDE7Bestparticulièrementenrichidanslecervelet,lethalamus,            

l’hippocampeetlestriatum(Sasakietal.,2002;Reyes-Irisarrietal.,2005;Kellyetal.,2014).                

Néanmoinslaprésence​invivod’uneactivitéenzymatiquedePDE7Bdemeurefloue,etla              

protéinenesembleêtredétectéedanslestriatum.LatranscriptionduvariantPDE7B1est              

augmentéeparlastimulationdesrécepteursD​1 ​dopaminergiques,viaunmécanisme           

impliquantlasignalisationAMPc/PKA/CREB(Sasakietal.,2004).Dansuncontexteoùla             

signalisationAMPc/PKAseraitalorsanormalementaugmentéedanslesMSNs,commepar           

exempledanslamaladiedeParkinson(cf.hypersensibilitéD1/AMPc/PKAetuprégulation           

chroniquedesniveauxstriatauxenAMPcdanslamaladiedeParkinson),ilseraitintéressant              

devoircommentlaPDE7B1réagit(transcrit/protéine),etsiouiounoncettedernièrepeut               

jouer un rôle dans la clinique de la maladie.  

 

PDE8 

LafamilledesPDE8regroupedesPDEsspécialiséesdansl’hydrolysedel’AMPc.Leur             

affinitépourl’AMPcfigureparmilesplusélevées,etlesPDE8ssontinsensiblesaurolipram               

(inhibiteurspécifiquedesPDE4s),àl’IBMX(inhibiteurnonspécifiquedesPDEs),etau             

GMPc(Vasta,2006).DeuxgènescodentpourlesPDE8s:PDE8A(chrs15q25.3)etPDE8B               

(chrs5q13.3),quipossèdentchacuncinqvariantsd’épissage(Gamanumaetal.,2003).Pour             

certainsvariants,commeparexemplelevariantPDE8A1,l’onretrouveenpartieNterminale              
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desdomainesRECetPAS:ledomainePASpermettraitlaréalisationd’interactions             

protéine-protéine,ainsiquel’adressagesubcellulaire(SoderlingetBeavo,2000).Troissites           

dephosphorylationparlaPKAetlaprotéinekinaseG(PKG)sontégalementprésentssurles                

PDE8s,comprisentreledomainePASetledomainecatalytique(KeravisetLugnier,2012).              

LevariantPDE8A2nepossèdepasdedomainePAS.LesvariantsPDE8A3,PDE8A4             

tronquéetPDE8A5tronquénepossèdentnidomainePASnidomaineREC(Wangetal.,               

2001).LesvariantsPDE8B1etPDE8B4contiennentlesdeuxdomainesPASetREC,mais              

lesvariantsPDE8B2etPDE8B3présententunedélétiondudomainePAS.Lemessagerdes              

PDE8Asestenrichidanslestesticules,etretrouvédanslesyeux,lefoie,lesmuscles               

squelettiques,lecoeur,lesreins,lesovairesetlecerveau.LaPDE8Aprésenteunmotif               

d’expressionuniquedanslecerveau:sonmessagerestretrouvédanslasubstanceblanchedu               

cervelet,danslecorpscalleux,lacapsuleinterne,etlafimbria,laissantpenserquele               

messagersubitunforttraficaxonalet/ouestexprimédanslescellulesgliales(Kellyetal.,                

2014).LevariantPDE8A1,lepluslong(93kDa),estleplusfréquemmentexprimé.Le               

messagerdesPDE8Bsestretrouvédanslecerveau,particulièrementenrichidanslegyrus             

denteléetlestriatum(Kobayashietal.,2003;Kellyetal.,2014).LaPDE8B1estexprimée                

danslesglandesdelathyroïde,lesPDE8B1etPDE8B3expriméesdefaçonégaledansle                

placenta.LaPDE8B3estlevariantleplusabondantdanslecerveau(Hayashietal.,2002).                

Une augmentationdel’ARNmdesPDE8sestdécritedansl'hippocampedepatients            

Alzheimer (Perez-Torres et al., 2003). 

 

PDE9 

Lafamille9desPDEsregroupedesPDEsspécialiséesdansl’hydrolyseduGMPc,codéesà               

partird’ungèneunique,PDE9A(chrs21q22.3)(Renteroetal.,2003),dont21variantsontété               

décrits.DetouteslesPDEs,leuraffinitépourleGMPcestlaplusforte(Fischeretal.,1998),                  

etlesPDE9ssontinsensiblesjusqu’àdesdosesde100mMauxinhibiteurs-référencedes              

autresPDEs,etnotammentàl’IBMX.Lezaprinast,connupourinhiberlaPDE5,inhibeaussi               

laPDE9maisavecuneefficacitémoindre(IC​50de35mM)(Fischeretal.,1998).Iln’existe                 

pasdeséquencesderégulationconnuespourlesPDE9s(BenderetBeavo,2006),nisitede                

phosphorylationdocumenté(OmorietKotera,2007).SeulslesvariantsPDE9A1(nucléaire)           

etPDE9A6(cytosolique)ontétécaractérisés(Wangetal.,2003),retrouvésenrichisdans             

certainstissusdusystèmeimmunitaire.L’ARNmdesPDE9sestretrouvédefaçonplusou              
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moinsubiquitairedanslecerveau,surtoutenrichidanslecervelet(Kellyetal.,2014;Lakics               

etal.,2010).LemessagerPDE9Aestégalementenrichidanslestriatumhumain(Lakicset               

al.,2010),maismodérémentdanslestriatumrongeur(Kellyetal.,2014).Aucoursdenos                

enregistrements,nousn’avonspasvud’activitéPDE9danslestriatum.L’inhibiteurBAY            

73-6691inhibelaPDE9Aavecunesélectivité25foisplusgrandeencomparaisonàtoutes               

lesautresPDEs(Wunderetal.,2005)etpossèdedespropriétéspro-cognitives(vanderStaay               

etal.,2008).LePF-04447943,inhibiteurdePDE9capabledepénétrerdanslecerveau,              

augmentelaplasticitésynaptiquedanslesneuronesdel’hippocampe,etlafonctioncognitive             

chez le rongeur (Hutson et al., 2011). 

 

PDE10  

LafamilledesPDE10srassembledesPDEsàdoublespécificitédesubstrat,codéesparun               

gèneunique:PDE10A(chromosome6q26-27)(Fujishigeetal.,1999,2000;Benderet             

Beavo,2006).LegènePDE10Apossède18variantsd’épissagealternatif(PDE10A1-18).Le            

KmdelaPDE10Apourl’AMPc(0,25µM)estplusbasquepourleGMPc(1,1µM),etsa                   

vitessemaximaled’hydrolyseduGMPcest2foisplusimportantequecelledel’AMPc              

(Poppeetal.,2008).Pourcesraisons,l’hydrolyseduGMPcparlaPDE10Aestinhibéepar                

l’AMPc(inhibitioncompétitive),phénomènederégulationcroiséeinverseàceluidesPDE3s            

(SoderlingetBeavo,2000)(BenderetBeavo,2006).LaséquenceprotéiquedesPDE10s            

inclutdeuxdomainesGAFenpartieNterminale.ContrairementauxautresPDEs,ledomaine              

GAFAdesPDE10snesemblelierquel’AMPc(SoderlingetBeavo,2000).Laliaisonde                

l’AMPcsurcedomaineGAFn’apasoupeud’effetsurl’activitéphosphodiestérase             

(MatthiesenetNielsen,2009;Jageretal.,2012).LaPDE10Aestretrouvéeessentiellement             

danslecerveau,enparticulierdanslestriatumetlenoyauaccumbens,oùsonactivitépermet                

larégulationfinedel’expressiongénique(Seegeretal.,2003;Hebbetal.,2004;Nishietal.,                 

2008;Stricketal.,2010).LaPDE10Aestspécifiquedesneuronesépineuxstriataux,             

essentiellementlocaliséedanslamembranedesdendritesetépines,etn’estpasretrouvée             

danslesinterneurones(Xieetal.,2006).Sonexpressionesttrèsconservéeàtraversles               

espèces(Kellyetal.,2014;Lakicsetal.,2010).LevariantPDE10A2estexprimé              

spécifiquementdanslesneuronesépineuxdustriatum,associéauxmembranes, etsa            

localisationsubcellulaireestinfluencéeparlaPKA:laPDE10A2unefoisphosphorylée             

devientcytosolique(Koteraetal.,2004).Lapapavérine,quifiguredansletableauAdela                
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pharmacopéefrançaise,estl’inhibiteurhistoriquedelaPDE10,avecuneEC​50de36nM              

(Siuciaketal.,2006a).Elleestissuedulatexdepavot(​Papaversomniferum​),présenteen               

faibleteneurdansl’opium(0,01%desalcaloïdestotaux),etfacilementobtenueparsynthèse.             

LeTP-10estinhibiteurpuissantetspécifiquedelaPDE10(Pfizer),quiaététestéen                

précliniquepourletraitementdelaschizophrénie(Schmidtetal.,2008).Unautreinhibiteur              

spécifique,leMP-10,ainsiquelapapavérineontuneactionsurlessymptômesnégatifsdela                

schizophrénie(Graueretal.,2009).LeMP-10améliorelesfonctionsstriatalesetcorticales             

dansunmodèlemurindelamaladied'Huntington(Giampaetal.,2010),etl’ondécritpourla                 

PDE10AunrôleclédanslaphysiopathologiedelamaladiedeParkinson(Giorgietal.,               

2011).Denombreuxautresinhibiteurstrèssélectifsetàhauteaffinitéontétédéveloppéau               

coursdes15dernièresannéesparl’industriepharmaceutique(Mennitietal.,2007;Chappie             

etal.,2009;Kehler etNielsen,2011).LessourisPDE10-KOprésententuneactivité             

locomotricediminuée, et des réponsesaltéréesauxpsychostimulants. L’inhibition         

pharmacologiquedelaPDE10,quirésulteenuneforteactivationstriatale(Politoetal.,              

2015),diminuelesréponsesd’évitementconditionnéchezlasouris,etmimeainsileseffets              

cliniquesdesantipsychotiques(Nishietal.,2008;Stricketal.,2010).Cependantaucun             

inhibiteur de PDE10 ne s’est avéré efficace utilisé chez les patients schizophrènes.  

 

Rôle des principales PDEs du striatum : 

Lerôleetl’importancedesPDEsontpuêtreprogressivementétablisgrâceauxétudessur               

leurdistributiondansdifférentstypesneuronauxetrégionscérébrales,surleurassociationà             

certainscomplexesmacromoléculairesdesignalisation,etsurlesphénotypesassociésàdes            

mutations ouablationsdegènesdePDEschezl’hommeetautresmodèles animaux             

(Kleppisch,2009).LesinhibiteursnonsélectifsdesPDEstelsquel’IBMX,etplus             

récemmentavecdesinhibiteurssélectifsontégalementétéutiliséspoursonderleseffets             

physiologiquesdesnucléotidescycliquesetdesPDEsdansdifférentesrégionsducerveau,            

dontlestriatum.Lestriatumexprimel’ARNmdesPDE1B,PDE2A,PDE4B,PDE7A/B,            

PDE8BetPDE10A(Heimanetal.,2008;Kellyetal.,2014;Stephensonetal.2012).Les                

PDE1B,PDE2AetPDE10Adégradentàlafoisl’AMPcetleGMPc,maisleurdistribution               

subcellulairedanslesneuronesépineuxstriataux,etleursmécanismes derégulation           

respectifs,permetàchacunedejouerunrôlefonctionnelspécifique.Dupointdevuedela                

localisation,laPDE10AestpréférentiellementliéeauxmembranesalorsquelaPDE1Best             

45 

 



soluble(Xieetal.,2006).LaPDE2Aestàlafoissolubleetprésenteauxmembranes,oùelle                  

colocalisefortementaveclesACsdetypeV/VIetlaPKAauniveaudesraftslipidiques                

(NoyamaetMaekawa,2002).LaPDE4sembleêtreretrouvéedansplusieurscompartiments            

duneurone,etlemystèredemeurepourlesPDE7etPDE8dontlesprotéinesnesontpas                 

retrouvées​invivo​.Parailleurs,l’AMPcn’étantluimêmepasrépartidefaçonhomogèneau               

seinduneurone(AveraimoetNicol,2014;Neves,2012),touteslesPDEsn’ontpaslemême                

accès à ce dernier (Bacskai et al. 1993; Neves et al. 2008; Castro et al., 2010; Li et al., 2015).  

 

Aveclalocalisationsubcellulaire,lespropriétéscinétiques(affinité,activitécatalytique)des           

PDEscontribuentaussiàl’équilibredessignauxAMPcdanslesneurones.Parexemple,une              

PDEexpriméefaiblementmaisdontl’affinitéetl’activitécatalytiquesontimportantespeut            

régulerdefaçoncritiqueladynamiquedessignauxAMPc.Danslesneuroneslesniveaux              

intracellulairesd’AMPcpeuventaugmenterjusqu’àcentfoisaprèslastimulationd’un           

récepteurmétabotropique:aureposlesconcentrationsmoyennesenAMPcsontdel’ordredu              

nanomolaire,etl’activationdescyclasessubséquenteàlastimulationd’unRCPGélèveces             

concentrationsjusqu’aumicromolaire(Bacskaietal.1993;Castroetal.,2010,2013).Dansle              

striatumlesPDEsspécialiséesdansladégradationdel’AMPcrégulentdifférentsniveaux            

d’AMPc(Figure3):laPDEdehauteaffinité(PDE10A),régulelaproductiontoniqueen               

AMPc,cequiadéjàétédémontréparnotreéquipe(Politoetal.,2015).LesPDEsdebasse                  

affinité(PDE1B,PDE2A)dégraderaientlesniveauxélevésd’AMPc,commeceuxproduitsà            

l’issuedelastimulationderécepteurs,contrôlantainsil’amplitudeetladuréedessignaux              

AMPcstimulés.Demême,notreéquipeadéjàmontréquelaPDE2Arégulelesniveaux               

élevés d’AMPc (Polito et al., 2013). 
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Figure 3 : Affinité pour l’AMPc - Constantes de Michaelis Menten (Km) des PDEs enrichies 

dans les MSNs.​ ​Chaque boîte de couleur représente l’étendue des valeurs de Km mesurées 
expérimentalement pour les différents isoformes de chaque gène de PDE. (D’après Neves-Zaph, 2017) 

 

LacontributiondechaqueisoformesdePDEsstriatalesdansladégradationdel’AMPcest              

parailleursfortementinfluencéeparlesniveauxdedopamine(DA)extracellulaire(Songet             

al.,2013):àfaibleconcentrationenDA(DAtonique ~100nM)laPDE10Acontribueàplus                 

de80%del’activitéPDEtotale(confirméexpérimentalement,(Russwurmetal.2015));            

lorsquelaconcentrationenDAaugmente( ~1µM)(e.g.suiteàlaprisedepsychostimulants,               

d’untraitementàlaL-DOPA,DAphasique,pathologie),lesniveauxenAMPcintracellulaire             

dépassentlenanomolaireetapprochentlemicromolaire,etlacontributiondelaPDE4Bdans              

l’hydrolysedel’AMPcaugmente;enfinàdesconcentrationssaturantesendopamine(e.g.10             

µM)lesniveauenAMPcdépassentlemicromolaire etc’estlaPDE2Aquicontribue              

majoritairement à la dégradation de l’AMPc (Figure 4).  
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Figure 4 : La contribution des PDEs dans la régulation des niveaux d’AMPc varie suivant 

l’état cellulaire des MSNs.  

A)ModèledelasignalisationAMPc/PKAenavaldurécepteurD​1dopaminergiquedanslesneuronesépineux                

D1striataux(d’aprèsSongetal.,2013).Ladopamine(DA)activelerécepteurD​1dopaminergique(D1R)                

coupléauxadénylylcyclasesdetypeV(AC5)viadesprotéinesGstimulatrices,etaugmentelesniveaux                 

d’AMPc,ainsiquel’activitéPKA.L’AMPcyestdégradéparlesphosphodiestérasesPDE1B,PDE2A,PDE4B                

etPDE10A,etleuractivitérelative,influencéeparlesniveauxdedopamineDAextracellulaire,estreprésentée                

en (B) sous la forme de pourcentage de l’activité PDE totale. (D’après Neves-Zaph, 2017) 

 

LadistributiondesPDEsdanslecerveaudesrongeursestassezsemblableàcellequel’on                

retrouvechezl’homme(Lakicsetal.,2010;Kellyetal.,2014),etchaquePDEprésenteun                

profildistinctifdedistributiondanslecerveau,trèsconservéentrelesespècespourcertaines              

PDEscommeparexemplelesPDE2AetPDE4A-D(Kellyetal.,2014).Néanmoinsdans              

plusieursrégionscérébralescommelestriatum,lecervelet,l’hippocampeoulecortex,            

l’expressiondecertainesPDEsestamenéàchangeraucoursdudéveloppement(Kellyetal.,               

2014).​Dans lestriatumenparticulier,plusieursisoformesdePDEssubissentdes            

changementsdetranscriptionsignificatifsaucoursdudéveloppement(Kellyetal.,2014):             

lesARNmdesPDE1C(+60%),PDE8A(+80%)etPDE11A(+40%)voientleurexpression             

augmenteravecl’âge,alorsquelesmessagersdesPDE1A/B(-20/30%),PDE2A(-30%)et             

PDE4A(-20%)(laPDE4Ddansundegrémoindre) voientleurexpressiondiminuer.            

NéanmoinscommecelaadéjàétémontrépourlesPDE11AetPDE8Adanslesneuronesde                

l’hippocampe,mêmeunchangementfortdesniveauxdel’ARNmnecorrèlepastoujours             

avecunchangementauniveaudelaprotéineoudel’activité.ChaquetypedePDEprésente                
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ainsiunmode derégulation,unelocalisationsub-cellulaire,uneactivitésélectivesur            

différentsniveauxdeconcentrationsennucléotidecycliquesetdeschangementsd’expression           

aucoursdel’âgeouenfonctiondesituationspathologiques.Touscesfacteursdéterminent              

un profil unique de chaque PDE, et détermine l’effet ​in vivo ​des inhibiteurs spécifiques. 

 

Des inhibiteurs de PDEs pour la cognition et la schizophrénie : 

Aforteconcentrationlacaféineetméthylxanthinesaffiliéesbloquentl’activitédesPDEs,un             

effetpharmacologiquequipourraitcontribuerauxactionsdecessubstances.Parcequeles             

inhibiteursde PDEs (iPDEs)nonsélectifssontassociésàdeseffetsindésirables            

décourageants,denombreusesavancéesontétéréaliséespourledéveloppementd’iPDEs           

sélectifs:exempledusildénafil(Viagra*),inhibiteurspécifiquedelaPDE5,prescritdès             

1998dansletraitementdeladysfonctionérectile,puisplusrécemmentutilisépoursoigner              

l’hypertensionpulmonaire.D’autresinhibiteurssélectifsdePDE5ontétédéveloppéspourles            

mêmes indications:letadalafil(Cialis*)etlevardenafil(Levitra*).Desprogrèsont             

égalementétéréaliséspourledéveloppementd’inhibiteurssélectifsdePDEsspécifiquement           

retrouvéesdanslecerveau.LerolipramparexempleinhibetouteslesisoformesdePDE4.              

Danslesdébutsdesondéveloppement,lerolipramprésentaitdespropriétésanti-dépressives            

prometteuses.Maissonutilitécliniqueapparutlimitéeparsesnombreuxeffetssecondaires,            

notammentlanauséeetlesvomissements.CependantlaPDE4présentedenombreux            

sous-types,etuninhibiteursélectifdel’undecessous-typesenparticulierpourraitêtreun               

candidat-antidépresseurdépourvudeseffetsindésirablesdurolipram.AuJapon,l’ibudilast,          

autre iPDE4ciblant plusieurs isoformesde PDE4 est commercialisé en tant           

qu’anti-inflammatoire,etfaitl’objetd’étudepourplusieursindicationsenneuro-psychiatrie          

(Kodimuthalietal.,2008).EnfinledéveloppementdesiPDEssélectifsauraaussiétémarqué              

cettedernièredécennieparlesinhibiteurssélectifsdelaPDE10A,isoformeparticulièrement            

enrichiedanslesneuronesépineuxdustriatum,etquiontétéenvisagéspourletraitementde                

la schizophrénie. 

 

UneindicationsouventtestéepourlesiPDEsestletraitementdestroublescognitifs,associés              

auvieillissementetauxmaladies neuro-psychiatriques.L’augmentationdesniveaux         

intracellulairesenAMPcdanslesneuronesesteneffetsouventassociéeàl’améliorationdes              

fonctionscognitives(Arnstenetal.,2005;Baxter,2003;Kelly,2018),indiquantque            
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l’inhibitiondesPDEspourraitêtrebénéfiqueenpathologie(Bloklandetal.,2006;Schmidt,             

2010).CependantcertainsinhibiteurspharmacologiquesdePDEspeuventaussialtérerla           

fonctioncognitive,enparticulierchezlesindividusâgés.Denombreusesétudesmenéeschez             

l’animal(sourisgénétiquementmodifiées)démontrentl’effetduchangementd’expression         

desPDEssurlescapacitéscognitives:parexemplelessourisPDE1B-KOetPDE10A-KO              

présententdesphénotypescomplètementopposés(Siuciaketal.,2006b,2007;Reedetal.,             

2002),alorsqu’ils’agitlàdedeuxPDEsàdoublespécificitédesubstrat.Celarésulte               

certainementdesspécificitésnombreusesdechaquePDE:mêmesicesPDEssontsimilaires              

parleuractionsurl’AMPcetleGMPc,ellesdiffèrentparlesniveauxdenucléotides               

cycliquessurlesquelsellesopèrent,parleurprofild’expressionetparleurmode de              

régulation. 

4. La Protéine kinase AMPc-dépendante (PKA)  

Danslesneurones,laprotéinekinaseAMPc-dépendante(PKA)exerceaussibiendeseffets             

rapidesettransitoires(e.g.àlamembrane)quedeseffetslentsetdurables(e.g.dansle                

noyau),critiquespourlarégulationdefonctionstellesquel’excitabilitéoulaplasticité             

neuronale,lacroissanceaxonale,etl’adaptationauxstimulienvironnementaux(McKnight,          

1991;Nagai etal.,2016;Gorshkovetal.,2017).​LaPKAestplusprécisémentune               

Sérine/Thréoninekinase,quinephosphorylequelesprotéines-ciblesexprimantdesacides           

aminésSérine(Ser,S)ouThréonine(Thr,T)auseindeséquencesconsensus(Tayloretal.,                

1990,2004).LaPKAestconstituéededeuxsous-unitéscatalytiques,notéesC,attachéesà              

deuxsous-unitésrégulatrices,notéesR(Tayloretal.,1990).Enl’absenced’AMPc,laPKA              

seprésentesousformed’hétérotétramère,notéR​2​C​2​,etl’holoenzymeR​2​C​2(PKAàl’état             

inactif)estlocaliséedansdescompartimentssubcellulairesdiscrets,auseindecomplexes            

multiprotéiquesorganisésparlesprotéinesd’ancragedelaprotéinekinaseA(ouAKAPs,​A              

Kinaseanchoringproteins​).Ilexistetroisisoformesdesous-unitésC(Cα,Cβ,Cγ)etquatre               

isoformesdesous-unitésR(RIα,RIβ,RIIα,RIIβ)(Tayloretal.,2004).L’isoformeCαest               

retrouvéesdanstouslestissusdel’organisme,alorsqueCβauneexpressiondavantage              

tissu-spécifique(commedanslecerveauparexemple).IlenestdemêmepourlaCγ               

retrouvéeuniquementdanslestesticules(Beebeetal.,1992).LesisoformesRIαetRIβsont               

ubiquitaires.RIIβestlasous-unitéRlaplusexpriméedanslesneurones(CaddetMcKnight,               
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1989).Danslestriatum,lesisoformesPKAprédominantssont:Cα,CβetRIIβ(Brandonet                

al.,1998).Lorsquel’AMPcselieauxsous-unitésrégulatricesdelaPKA,lessous-unités              

catalytiques,dontlepoidsmoléculaireestde38kDa,sedétachentetdiffusentdefaçon               

passivedanslacellule,etégalementàtraverslesporesdel’enveloppenucléairepour              

phosphorylerdesciblescytosoliqueset nucléaires(Harootunianetal.,1993).Dansle            

compartiment nucléaireellespermettentl’activationdefacteursdetranscription,etla           

phosphorylationdelaprotéinehistoneH3(Stipanovichetal.,2008).Seuleslessous-unitésC              

librespeuvententrerdanslenoyau,carl’holoenzymeR​2​C​2esttropvolumineusepourpasser              

les pores nucléaires (Harootunian et al., 1993). 

 

Desétudesportantsurlescinétiquesdel’activitéPKAdanslessystèmesbiologiquesont              

montréqu’unefoisactivéeparl’AMPc,laPKAprenaitquelquessecondespourphosphoryler             

sesciblesàlamembrane,2-3minutespoursesciblescytosoliques,etplusdedixminutes                

pourphosphorylersesciblesnucléaires(voirGervasi etal.,2007).Mais defaçon             

intéressante,enutilisantl’imageriedebiosenseursadressésaunoyau,notreéquipeamontré             

quedanslestriatum,lessignauxPKAnucléairesavaientunecinétiquebeaucoupplusrapide              

(voir article 2). 

LafamilledesprotéinesAKAPs(​Akinaseanchoringproteins​)rassembleunecinquantaine            

demembres dontlafonctionestdelocaliserlaPKAàproximitédesessubstrats               

(compartimentationspatialedusignal).LesAKAPsinteragissentaveclaPKAviases            

sous-unitésR,etpeuventaussilierd’autresprotéinesdelasignalisationintracellulaire,            

commelescyclases,lesphosphodiestérases,oulesphosphatases(TaskenetAandahl,2004;            

Wong etScott,2004).LaprotéineAKAP5(synonymesAKAP75/79/150)estlaprincipale            

AKAP retrouvée dans les neurones (Carnegie et Scott, 2003). 

5. Les autres effecteurs de l’AMPc  

Danslescelluleseucaryotes,lamultitudedesfonctionsréguléesparl’AMPcimpliquela             

protéinekinaseAMPc-dépendante,maisaussid’autreseffecteurs:lescanauxioniquesdits            

sensiblesauxnucléotidescycliques(CNG,HCN)etlesprotéinesEpac(BeavoetBrunton,             

2002).​Néanmoinsdanslesneuronesépineuxmoyensstriataux,lerôledeceseffecteursde              

l’AMPc reste encore peu connu. 
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Lescanauxsensiblesauxnucléotidescycliquessontperméablesaucalciumetauxcations             

monovalents defaçonnonsélective(K+/Na+).Ilsinterviennentdanslarégulationdu            

potentieldemembrane cellulaire(CravenetZagotta,2006).​Lescanaux CNG(​cyclic            

nucleotidegatedchannels​)s’organisententétramèresconstituésdedeuxsous-unités          

homologuesAetdeuxsous-unitésB(KauppetSeifert,2002).Lafixationd’unemolécule              

d’AMPcoudeGMPcsurchaquesous-unitépermetl’ouverturedescanauxCNG(ouverture             

maximalelorsquelesquatresous-unitésontfixéunnucléotidecyclique).Leurouverture            

permetladépolarisationdescellulesetuninfluxmassifdecalcium.Lecalciumentrantpar               

lescanauxCNGpeutalorsselieràlacalmoduline(CaM)pourmodulerl'activitéde               

nombreuxeffecteurs.LescanauxHCN(​Hyperpolarization-activatedcyclicnucleotide-gated        

channels​)quantàeux,dontquatreisotypessontretrouvéschezlemammifère,s’ouvrenten              

réponseàunehyperpolarisationdelacelluleetsefermentlorsdelapropagationdepotentiels                

d’action.Ilspermettentainsilagénérationdecourantscationiquesdépolarisantslents,aussi            

connussouslesnomsdecourantsIh,If,etIq(Herrmannetal.,2015).L’AMPcouleGMPc                  

enseliantauxcanauxHCNaugmententleuractivité.Dansledomainedesneurosciencesles               

canauxHCNsontsurtoutétudiéspourleurimplicationdanslesdouleursneuropathiqueset             

dans l’épilepsie (Herrmann et al., 2015; DiFrancesco et DiFrancesco, 2015). 

 

EnfnlesprotéinesEpac(​exchangeproteinsdirectlyactivatedbycAMP)​ontétédécouvertes             

en1998,décritestrèsconservéesdansl’évolutionetubiquitaires.Danslacellule,les             

protéinesEpaccatalysentl’échangeduGDPparduGTP,enfaveurdespetitesGTPasesque               

sontlesprotéinesRap1etRap​2(​Rasrelatedproteins​)​inactiveslorsqueassociéesauGDP                

(GloerichetBos,2010)​.IlexistedeuxisoformesdeprotéinesEpac:Epac1etEpac2,de                

structuressimilaires.LeursegmentNterminalconstitueundomainederégulation,etleur             

segmentCterminalportel’activitécatalytique.Epac1estadresséeauxmembranesviaun             

domaineDEP(​D​isheveled,​E​gl-10,​P​leckstrin)situéenrégionNterminale.Sastructure            

renfermeaussiundomainedeliaisonàl’AMPc,deséquencesimilaireauxdomainesde              

liaisondesnucléotidescycliquesretrouvéssurlescanauxCNGousurlasous-unité             

régulatricedelaPKA.EnrégionCterminalel’onretrouveundomaineREM(​Rasexchange               

motif​)juxtaposéaudomainecatalytique,quipermetdestabiliserledomained’échangedu             

GDP.Epac2présentelamêmeorganisationstructuralequeEpac1,maiss’endistingueparla              

présenced’undomainedeliaisonàl’AMPcsupplémentaire.Enconditionbasale,ledomaine             
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catalytiquedesprotéinesEpacestinhibéparledomainedeliaisonàl’AMPc.Suiteàla                

fixationd’AMPc,Epacchangedeconformation,démasquesondomainecatalytique,etactive            

alorslesprotéinesRap. Dans lesneuroneslesprotéinesEpacrégulentl’exocytose,            

l’excitabilité,lacroissance,ouencoredeladifférenciationneuronale(GloerichetBos,2010;             

Laurent et al., 2012). 

6. Les Phosphatases 

Lesréactionsdephosphorylationorchestréesparlesprotéineskinasesàl’instardelaPKA              

sont “défaites” par l’action de protéines appelées les phosphatases (Walaas et al., 2011).  

L’équilibreentrecesdeuxactivitésenzymatiques,etlaphosphorylationréversibledes           

protéines-ciblesquiendécoule,constituentunaspectmajeurdelasignalisationintracellulaire            

dansnoscellules.Chezleseucaryotes,troisrésidusaminésauseind’uneséquenceconsensus              

fontl’objetdephosphorylations:lasérine(Ser,ouS),lathréonine(Thr,ouT),etlatyrosine                  

(Tyr,ouY). Lesphosphosérines(pS)représententlagrandemajorité (86,4%)des            

phosphoaminoacidesphosphorylés(Olsenetal.,2006).Lesphosphatasessespécialisentdans           

ladéphosphorylationd’unoudedeuxacidesaminés(exempledesTyrphosphatasesetdes              

Ser/Thrphosphatases)(Cohen,1989).Iln’existequ’unetrentainedeSer/Thrphosphatases,          

quipourtantdéphosphorylentdefaçonspécifiquedesmilliersdesubstratsdifférents.Les            

Sérine/Thréoninephosphatasessontubiquitaireschezleseucaryotes,etsescindententrois            

grandesfamilles(Shi,2009),caractériséesparleurséquence/structure,etleurpréférencede            

substrat:lesphosphoprotéinesphosphatases(PPPs),lesphosphatasesdépendantdesmétaux           

(PPMs,PP2C),etlesphosphatasesdépendantdel’aspartate.LesPPPsrassemblentles            

protéinesphosphatases1(PP1),PP2A,PP2B(ouPP3,égalementappeléecalcineurine),PP4,            

PP5, PP6 etPP7. Les PPPs présententtroismotifs-signatures dansleurséquence            

(-GDXHG-,-GDXVDRG-et-GNHE-),inclusauseindeleurdomainecatalytiqued’environ           

280acidesaminés.Protéinesmultimériques,lesPPPssontassezconservéesàtraversles             

différentsrègnesduvivant(plantes,champignons,animaux)ainsiquechezcertaines           

bactéries(Moorheadetal.,2009),etsontclassiquementconstituéesd’unesous-unité           

catalytique,associéeàuneouplusieurssous-unitésrégulatrices.Lesfonctionsdes           

sous-unitésrégulatricessontmultiples:assurerlaspécificitédesubstrat,régulerl’activité            
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catalytique,définirlalocalisationsubcellulaire,etc.LesphosphatasesPPMsquantàelles            

sont monomériques et ne possèdent pas de sous-unités régulatrices. 

 

Danslestriatum,lesphosphatasesessentiellementretrouvéessontlesphosphatasesPP1,           

PP2A et PP2B.  

 

Phosphatase PP1  

IlexistetroisgènescodantpourtroisisoformesdelaprotéinephosphatasePP1:PP1α,PP1β                

etPP1γ,présentantplusieursvariantsd’épissage(daCruzeSilvaetal.,1995;Herziget               

Neumann,2000).Lesdifférentessous-unitéscatalytiquesdePP1peuventêtreassociéesà            

différentessous-unitésrégulatrices,donnantlieuàunediversitéd’isotypessecaractérisant           

par leurlocalisationsubcellulaire, leurspécificité de substrats,et leuractivité           

pharmacologique.Retrouvéeaussibiendanslecytoplasmequedanslenoyau(Ouimetetal.,              

1995),laPP1estlaprincipalePPstriatale.Sonactivitécatalytiqueestbloquéeparles               

sous-unitésrégulatricestellesquel’inhibiteur1(PP1R1A)etlaprotéineDARPP-32           

(PP1R1B)(Oliver et Shenolikar, 1998; Hemmings et al., 1984). 

 

Phosphatase PP2A 

LaphosphatasePP2Asecomposed’unesous-unitécatalytique,associéeàunepremière            

sous-unitérégulatriceconstante,notéeA,pouvants’associeràplusieursautressous-unités           

régulatricesBditesvariables(HerzigetNeumann,2000).PlusieursisoenzymesPP2Asont            

retrouvésdanslestriatum.Ilexistedeuxisoformes(αetβ)pourlessous-unitéscatalytiqueet                

régulatriceconstante,codéespardeuxgènesdifférents(Khew-Goodalletal.,1991).C’estla             

sous-unitérégulatriceconstantequirecrutelesrégulatricesvariables,déterminantainsila           

fonctionnalitédel’enzyme.PP2Aestmajoritairementcytosolique,maispossèdecertaines          

isoenzymesnucléaires. La sous-unité régulatricevariable B56δ est activée via          

phosphorylation PKA-dépendante (Ahn et al., 2007). 

 

Phosphatase PP2B 

LaPP2B,oucalcineurine,estactivéeparlecomplexeCa2+/calmoduline,etesttrèsexprimée              

danslecerveau(Shi,2009).Localiséeàlafoisdanslecytoplasmeetdanslenoyau(Heineke                 

etRitter,2012),laPP2Bseprésentesouslaformed’unhétérodimèrecomposéd’une              
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sous-unitécatalytique(CnA)etd’unesous-unitérégulatrice(CnB)pouvantlierla           

calmoduline.Troisgènescodentpourtroisisoformesdistinctsdesous-unitéscatalytiques:            

CnAα,CnAβ,CnAγ;etdeuxgènescodentpourdeuxisoformesdesous-unitésrégulatrices:              

CnBαetCnBβ.Plusieursvariantsd’épissagesontdécritspourcesdifférentesisoformes,à             

expression ubiquitaire. Dans lecerveau lessous-unitésCnAα1 et CnAβ2 sont           

particulièrement exprimées (Ueki et al., 1992). 

7. DARPP-32 : 3ème messager spécifique du striatum 

Danslesneuronesépineuxstriatauxladynamiquedeseffetsintracellulairesdesmédiateurs            

quimodulentl’AMPcetl’activitéPKA(e.g.dopamineagissantsurlesrécepteursD​1​)est              

amplifiéeparlaprotéineDARPP-32(​DopamineandcAMP-regulatedphosphoproteinof32           

kDa​)(Fiendebergetal.,1998;Ouimetetal.,1984,1998).DARPP-32figureparmiles             

substratsdelaPKAlesplusétudiéscesdernièresdécennies,notammentpoursonrôleclé               

danslarégulationdel’activitéphosphatasePP-1,etsonimportancedansl’intégrationdes             

signauxdopaminergiquesetglutamatergiques(Hemmingsetal.,1984;Greengard,2001;          

Fernandez et al., 2006). 

 

LaprotéineDARPP-32estcodéeparungèneunique(PPP1R1B;chromosome17q12,9            

exons)etestprésentechezlesmammifères(primates,rongeurs,bovins),ladrosophile,ou             

encorelevers​C.elegans​.Saséquenceprotéique(longuede202acidesaminés)présente              

100%d’homologieentrelesvariantshomme/gorille,etjusqu’à90%d’homologieavecles            

autressinges.DeuxisoformesdeDARPP-32sontproduitsparépissagealternatif,l’isoforme            

1etunvarianttronquéauquelilmanqueentre1et36acidesaminés(YgeretGirault,2011).                  

LerésiduThréonine34(T34)delaprotéineDARPP-32estessentiellementphosphorylépar             

la​PKA(Walaasetal.,1983),secondairementparlaPKG(Greengard,2001;Nishietal.,               

2005;ThrelfelletWest, 2013).CettephosphorylationfaitalorsdeDARPP-32unpuissant             

inhibiteurdel’activitéphosphatasePP-1,dontl’IC​50 estdel’ordredunanomolaire            

(Hemmingsetal.,1984;Snyderetal.,1998).LaThréonine34estdéphosphoryléepardeux               

phosphatases,lacalcineurine(ouPP2B)activéeparlecomplexeCa2+/calmoduline,etla            

PP2A.DARPP-32 estégalementphosphoryléesursonrésiduThréonine75suiteà            

l’activationdesrécepteursD​1(Nishietal.,2000)parlakinaseCDK5(cyclin-dependent             
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dopaminergique,telleslamaladiedeParkinson,laschizophrénie,ouencorelesaddictions            

(Bordet,2004).Auniveaupériphérique,lesDARssontaussidécritsimpliquésdansles             

fonctions immunologique, cardiovasculaire, rénale et gastro-intestinale. 

AppartenantàlasuperfamilledesRCPGs,lesDARsontunestructurecaractéristiqueà7              

hélices/domainestransmembranaires(​transmembranedomainsTMD1-TMD7),etpeuvent       

transduirelessignauxdopaminergiquesviadesmécanismesdépendantounondesprotéines            

G.LesmembresdelafamilleD​1​-likesontcouplésàdesprotéinesGstimulatrices,tellesG​set                 

G​olf​,etleuractivationstimulel’activitédesACs,etlasynthèsed’AMPc.Laproduction              

d’AMPcdéclenchéeparladopamineestparailleurslepremierdeseffetsintracellulaires             

induitsparladopaminequiaitétédocumentéhistoriquement(KebabianetGreengard,1971).             

LaprotéineGstimulatriceG​olfprésentelacaractéristiqued’êtreexpriméedansunnombre             

limitéderégionscérébrales,incluantlestriatum(Drinnanetal.,1991).Lesmembresdela               

familleD​2​-likesontquantàeuxcouplésnégativementauxACsviadesprotéinesG              

inhibitrices telles G​i/o​, et leur activation mène au blocage de la production d’AMPc.  

 

AinsilesDARs,enmodulantl’activitédesACs,exercentparlavoiecanoniqueAMPcun               

contrôlesurl’activitéPKA(Svenningssonetal.,2004;BeaulieuetGainetdinov,2011),et             

régulentlafonctiondenombreusesciblescellulairesincluantdescanauxetrécepteurs            

membranaires, ainsi que des protéines cytosoliques et nucléaires (Figure 5). 

 

Figure 5 : Implication des récepteurs à la dopamine et de la signalisation AMPc/PKA dans la 

modulation des synapses corticostriatales (D’après Threlfell et West, 2013)  
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estsoitdéphosphorylépardesphosphatases,lesprotéinesGRPs(​Gprotein-coupledreceptor            

phosphatases​)oulaPP2A,danslesvésiculesd’endocytoseetrecycléàlamembraneprêtà               

transduireànouveau(resensibilisation),ousoitadresséauxvésiculeslysosomalesenvue            

d’êtredégradé.NéanmoinsauxcôtésdeceschémagénéralchaqueRCPGpossèdedesmodes              

derégulationuniques.LesprocessusdedésensibilisationduD​1​R,ontétéétudiésdans             

différentssystèmes(sectionsdetissus,culturesprimaires,culturescellulairesexprimantle           

D​1​R endogène,lignéescellulairesexprimantdefaçonstableoutransitoireunD​1​R            

hétérologue.Gardneretcollèguesmontrentqueladopamineinduitlaphosphorylationdu            

D​1​RavecuneEC​50de ~200nM,identiqueàcellepermettantd’induiresadésensibilisation.               

Laphosphorylationalieuenl’espacedequelquesminutes(t​1/2<1min),etprécèdela               

désensibilisation(t​1/2 ~7minutes).EnfinladéphosphorylationduD​1​Restplusrapide(t1/2               

 ~10mins)quesaresensibilisationt1/2 ~3heures)(Gardneretal.,2001).Nilaconcavaline                

Aoulesucrosehypertonique(inhibiteursdel’internalisation),nil’acideokaidiqueoula             

calyculineA(inhibiteursdephosphatases)n’empêchentladéphosphorylationduD​1​R,alors           

quelemodèlegénéralindiquequelesRCPGssontinternalisésdansleurétatphosphorylés              

avantd’êtresecondairementdéphosphorylésparlesphosphatasesGRPs/PP2A,sensiblesaux          

inhibiteursmentionnésprécédemment.LaphosphorylationduD​1​RestassuréeparlesGRKs            

(GRKs2/3/5)(Tiberietal.,1996)etparlaPKA,quiphosphorylentdesrésidusSeretThr               

spécifiquesdanslesdomainesintracellulairesduD​1​R.NotammentlerésiduThr268dela             

troisièmeboucleintracellulaireICL3(undesquatresitesdephosphorylationparlaPKA)est              

importantpourlavitessededésensibilisationetletrafficking.LaGRK4αestimpliquéedans              

ladésensibilisationconstitutiveduD​1​R(enl’absencedestimulationdurécepteurparun             

agoniste),etphosphorylelesrésidusThr428etSer431del’extrémitéCterminaledu             

récepteur(Rankinetal.,2006).Peud’infosconcernantlerôle​invivodelaPKCdansla                 

phosphorylationduD​1​Ralorsqueplusieurssitesdephosphorylationconsensussontretrouvés            

surlesrégionscytoplasmiquesdurécepteur.Enfinl’endocytoseduD​1​Restpermisepardeux              

mécanismesimpliquantsoitlavoiedespuitsrecouvertsdeclathrine,soitlavoiecavéoline.              

Lesrégionsspécifiquesdurécepteurimpliquéesdansl’endocytoserestentencoreindéfiniesà            

causededonnéescontradictoires.Lemécanismeinitiantl’uneoul’autredesdeuxvoies             

d’endocytose est également indéfini,et est certainement fortementinfluencépar          

l’environnement cellulaire.  
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produiteparlesneuronesetcellulesglialesaprèsmétabolismedel’ATP(Ferreetal.,2008).               

L’adénosineselieauxrécepteursA​2A desMSNs detypeD2,positivementcouplésàla               

cascadeAMPc/PKAvialaprotéineG​olf​(Corvoletal.,2001).LerécepteurA​2Aestexpriméde                

façonsélectiveparlesMSNsdetypeD2(Valjentetal.,2009).L’adénosinepeutaussiagir                

surlesMSNsdetypeD1enseliantauxrécepteursA​1​,négativementcouplésàlacascadede                  

signalisationAMPc/PKA.Denombreusesétudesontmontréquel’adénosineetladopamine            

exercentdeseffetsopposéssurlessortiesdesganglionsdelabase.Parexemple,lesagonistes                

desrécepteursàl’adénosinesupprimentlesréponsesmotrices,alorsquelesantagonistes            

induisentuneactivationmotrice(Ferreetal.,1997).L’existenced’hétérodimèresentreles            

deuxfamillesderécepteursaétérapportée:pourlescomplexesA​1​/D​1(Ginesetal.,2000)et                 

A​2A​/D​2​(Canalsetal.,2003;Fuxeetal.,2003;Bonaventuraetal.,2015),enutilisant               

différentesapprochesbiophysiques.Dansdescellulestransfectéesl’activationdesrécepteurs          

A​1ouA​2A auseindecesdeuxtypesdecomplexespeutantagoniserlesréponsesAMPc                

suivantlastimulationdesrécepteursD​1ouD​2respectivement(Ferreetal.,1991;Ginesetal.,                

2000).  

L’acétylcholineestunautremédiateurd’intérêtdanslestriatum.Elleestlibéréedefaçon              

toniqueparlesinterneuronescholinergiquesdustriatum,etagitsurlesrécepteursdetypeM​4               

portésparlesMSNsdetypeD1.Cesrécepteurssontcouplésnégativementàlasignalisation               

AMPc/PKAviadesprotéinesG​i/o​,etladualitéentrelessignalisationsparl’acétylcholineetla               

dopaminedanslesMSNs detypeD1estcritiquedanslesprocessusd’apprentissagepar              

renforcement (voir Nair et al., 2015).  

D’autresmédiateursquiselientauxRCPGsdanslestriatumsontparexemplelasérotonine,               

lespeptidesopioïdes,lesendocannabinoïdes,etleGABA(voirSamadietal.,2007;             

Lovinger,2010pourrevues).Defaçonintéressante,lesRCPGsorphelins(RCPG88,RCPG6,            

RCPG52)sontaussiretrouvésdanslestriatum,etleurintérêtestétudiépourdesmaladies               

comme la schizophrénie (Komatsu, 2015). 
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Objectifs 

Lesobjectifsgénérauxdelathèseétaientdecaractériserdanslesneuronesépineuxdu              

striatumladynamiqued’intégrationdessignauxneuromodulateurs,enparticulierlessignaux           

dopaminergiquestransitoirestelsceuxassociésauxrécompenses,aussibienensituation           

physiologique que dans le cadre de la pathologie (e.g. maladie de Parkinson).  

 

Pourcefairel’approched’imageriedebiosenseursdansdespréparations​exvivo​aété              

utilisée,cequinousapermisdemesurerdifférentesefficacitésfonctionnellesdeladopamine              

surl’AMPcetlesphosphorylationsmédiéesparPKAdanslesneuronesépineux,touten              

considérantlesaspectsspatiotemporelsdelapropagationdusignal.Desmodèlesnumériques            

ontégalementétéélaborésencombinantnosdonnéesd’imagerieàdesdonnéesdebiochimie              

retrouvéesdanslalittérature,pourreplacernosobservationsdansuncontexteencoreplus             

prochedel’​invivo​.Dansnotrepremièreétudel’objectifétaitdecomprendrecommentles              

neuronesépineuxdetypeD1etD2intègrentlessignauxneuromodulateursassociésaux             

récompensesetprocessusd’apprentissageparrenforcementpositif,enmesurantlasensibilité           

dessignauxAMPcouPKAcytosoliquesenréponseàdesstimulationsdopaminergiques            

transitoires(article1).L’étudeaétéréaliséedansuncontexteoùilaétéadmispendant                

longtempsquelesdifférentsétatsd’affinitédesrécepteursD​1etD​2striatauxconditionnentla              

réceptivitédesdeuxtypesdeneuronesauxdifférentsmodesdesignalisationparladopamine,              

etoùlesneuronesD2enparticuliersontconsidérésêtreinsensiblesàladopaminetransitoire,               

cequenosrésultatscontredisent.Dansladeuxièmeétudel’objectifétaitpournousd’étudier              

lesspécificitésd’intégrationdecesstimulitransitoires,nonplusàl’échelleducytosolmais              

auniveauducompartimentnucléaire,làoùsontinitiésleseffetsneuromodulateursmenant             

auxadaptationsneuronalesaulongcours.Nous avonsobservéunesensibilitétoute            

particulièredelasignalisationPKAdanslenoyaudesneuronesstriataux,l’existenced’un             

possiblemécanismedecontrôleenavantdessignauxPKAnucléaires,etl’étudeaconsistéà               

enidentifierlesdéterminantsmoléculaires (article2).Enfinnousnoussommesaussi            

intéresséàdécrirecommentlesréponsestypesdecesneuronesauxstimulidopaminergiques             

transitoirespeuventêtrechangéeschezlasouris6-OHDA,modèle delamaladie de             

Parkinson,suiteàladéplétionchroniqueendopamine(travauxencours).Nousmontronsen              
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particuliercommentlasignalisationcytosoliqueAMPc/PKAstimuléeparlesrécepteursD​1           

devienthypersensibledanslecadredelamaladie,uneobservationdéjàrapportéedansla              

littératureetquiconfirmelavaliditédenotreapproche.Deplus,nousobservonsquela               

cellulemetenplacedesadaptationsàcaractèrehoméostatiqueenavaldesrécepteurs,parune               

activitéaccruedesphosphodiestérases.L’objectifdeceprojetplustransversalestdonc            

d’améliorernosconnaissancessurlaphysiopathologiedelamaladie, etd’aboutirà            

l’identification de cibles thérapeutiques ou biomarqueurs utilisables en clinique.  
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Matériel et méthodes 

Animaux 

DessourisC57Bl/6Jontétéobtenuesdescentresd’élevageJanvier(LeGenestSaintIsle,              

France).Lessourisutiliséespourlesexpériencesprésentéesdanslesarticles1et2étaient               

d’âgecomprisentre8et12jours.Lessourisutiliséespourlesexpériencesdel’article3                

étaientdesmâlesd’âgecomprisentre5et13semaines.Lessourisétaienthébergéesdansune                

animalerieàcycle12hlumière/12hobscurité,dansdesconditionsstablesdetempérature            

(19-22°C),etdisposantd’eauetdenourriture​adlibitum​.Lesexpériencesontétéréaliséesen               

accordaveclaréglementationsurl’expérimentationanimaleduMinistèredel’Agricultureet            

des Forêts. 

Biosenseurs FRET 

Les biosenseursEpac-S​H150 (Politoetal.,2013),AKAR3 (AllenetZhang,2006),            

AKAR2-NLS(Zhangetal.,2005)etAKAR4(Depryetal.,2011)ontétéutiliséspour               

enregistrerlessignauxAMPcetPKAintracellulairesdansdespréparationsdetranchesde             

cerveau.Enquelquesmots:lesbiosenseursFRETsontconstituésd’undomainesenseur-              

soitsensibleauxniveauxintracellulairesd’AMPc(biosenseursdelafamilleEpac)soitaux             

phosphorylationsmédiées parlaPKA (etdéphosphorylationsparlesphosphatases;          

biosenseursAKAR)-comprisentredeuxfluorophoresdérivésdelaGFP,undonneuretun               

accepteur.Lorsqu’unchangementdusignalbiologiquealieu(parexemple,lorsqueles            

niveauxd’AMPcintracellulaireaugmententoudiminuent),ledomainesenseursubitun           

changementconformationnel.Suiteàcelalesfluorophoresdonneuretaccepteurse           

rapprochentous’éloignentl’undel’autre(ouchangentd’orientationrelative),menant​infine             

àunchangementd’efficacitéduFRET.Cedernierestmesuréentempsréelparmicroscopie               

defluorescence,etquantifiéselondesméthodesratiométriques(Castroetal.,2014,2016).             

Davantaged’informationssurlesméthodesdepréparationdestranches(optimiséepourla            

surviedesneuronespendantprèsde24heures),d'acquisitiondessignauxAMPcetPKA              

(imageriedefluorescencepleinchampetbiphotonique),etdetransfectiondesneurones(via             

virus sindbis) peuvent être retrouvées dans les méthodes des articles 1 et 2.  
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Infection virale  

Unvecteurdetransgènedérivéduvirussindbis(alphavirusàARNsimplebrin,depolarité               

positive,capabledeserépliquerdanspratiquementtouteslescelluleseucaryotes)aétéutilisé              

pourpermettrel’expressiondesbiosenseursEpacetAKARdansnospréparationsde            

neurones(Ehrengruberetal.,1999).Lesséquencescodantesdesbiosenseursontétéinsérées             

dansunplasmidepSinRep5(Invitrogen,SanDiego,Californie)etlesvirionsproduitsdans             

descellulesBHK.Levecteurviralobtenuprésenteunbontropismeneuronal(ciblepeules               

cellulesgliales),etpermetd’obtenirunetraductionforteetuneexpressionrapide(dès8              

heuresd’incubation)dutransgène,defaçonspécifiqueethomogènedanslesneurones,sans             

altérerleurmorphologie.L’infectiondestranchesestréaliséeparledépôtdesolutionde              

virus(1à2μLdesolutiondiluée,contenantprèsde10​5particulesvirales),avantl’étape                

d’incubationà35°Cenatmosphèrehumidifiéeenprésencede5%CO​2​-95%O​2​.Chezla               

sourisâgéedeplusdequatresemaines,lasolutionviraleestinjectéeenintrastriatale(2μLde                 

solutionnondiluée),etlestranchessontpréparéeslelendemainsuivantunprotocole             

optimisé pour la survie des neurones adultes. 

Souris 6-OHDA : modèle de la maladie de Parkinson 

Lessourisontsubiunelésion6-OHDA(Blumetal.,2001)(Blandinietal.,2008)              

intrastriataleunilatéraleàl’âgede5-6semaines,oubienuneinjectiondesolutionsalineen               

contrôle.Leprotocoledétaillépeutêtreretrouvédans(Francardoetal.,2011),auquel             

quelqueschangementsontétéajoutés.Brièvement:30minutesavantlachirurgie,lessouris              

ontreçuuneinjectionintrapéritonéaledebuprénorphine(Buprécare*,0.05-0.1mg/kg,          

Axience),antalgiquemorphinique,etdedésipramine(25µg/kg,Sigma-Aldrich,France)pour           

limiterlatoxicitédela6-OHDAauxfibresdopaminergiques.Lessourisontétéanesthésiées              

àl’isoflurane(4-5%pourl’induction;1-2%pourl’entretien)etplacéessuruncadrede               

chirurgiestéréotaxique,avecmasqueadaptépourlasouris.La6-OHDA(Sigma-Aldrich,           

France)aétédissouteàconcentrationde3,2µg/µLenbaselibredansunesolutionsaline                

glacéecontenant0.02%d’acideascorbique,etutiliséedanslesdeuxheuressuivantsa             

préparation.La6-OHDA(ousolutionsalinevéhiculepourlessourisSHAM)aétéinjectée              

dansdeuxsites(2x1µL)dustriatumdroit.Lescoordonnéesétaientlessuivantes:(1)AP=                 
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+0,3mm,ML=-2,0mm,DV=-3,0mm(2)AP=+1,0mm,ML=-2,0mm,DV=-3,0mm                       

(FranklinandPaxinos,2007).Pourminimiserlesdommagestissulairesnonspécifiques,les            

injectionsontétéréaliséesàvitessede0,4µL/min,enutilisantuncapillaireenverredont                

l’extrémitémesureentre80-120µmdediamètre,attachéàunNanojectII(Drummond             

Scientific).Lecapillaireaétélaisséenplacedeuxminutesavantetaprèsl’injection.Une               

solutionsalinedeglucose(0.1mL/10g,ensous-cutanée)aétéadministréequotidiennement             

pourprévenirladéshydratationdessourisdanslespremiersjourspost-opératoires.Des            

croquettesdecéréalesimbibéesd’unesolutiond’eausucroséeontaussiétéplacéesdansles              

cagesd’hébergementpourstimulerl’appétitdesanimauxlésésetlesrevigorer.Deux-trois            

semainesderécupérationontétéaccordéesavantlapréparationdestranchesdecerveauetles               

enregistrementsd’imagerie.Laréussitedeslésions6-OHDAaétécontrôléecheztousles             

animaux de l’étude par l’immunomarquage de la tyrosine hydroxylase. 

Stimulation pharmacologique des récepteurs 

Les neurones dans lesquelssonteffectuéeslesmesures d’imagerie sontstimulés           

pharmacologiquementpardesdroguesvariées(Table4),appliquéesviaunbaindeperfusion             

de solution tamponbicarbonate (BBS, ​bicarbonate buffer saline​).Les stimuli          

dopaminergiquestransitoiressontréaliséesparlatechniquededécageagededopamine           

(photolibération),détailléedanslesméthodesdesarticles1et2.Lesapplicationslocales             

rapidesdecertainesdroguescommelaforskolinesontréaliséesavecunsystèmede             

microperfusion, détaillé dans les méthodes de l’article 2. 
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Drogue Concentrations d’usage Pharmacodynamique 

NPEC-dopamine (NPEC-DA) 1 nM à 10 µM Agoniste des récepteurs D​1​ et D​2​-like 

apomorphine 1 µM Agoniste des récepteurs D​1​ et D​2​-like 

SKF-38393 1 µM Agoniste des récepteurs D​1​-like 

SKF-81297 100 nM à 1 µM Agoniste des récepteurs D​1 

SCH-23390 1 µM Antagoniste des récepteurs  D​1​-like 

quinpirole 1 à 5 µM Agoniste des récepteurs D​2​-like 

halopéridol 100 nM Antagoniste des récepteurs D​2​-like 

CGS 21680 1 µM Agoniste des récepteurs A​2A 

PSB36 100 nM Antagoniste des récepteurs A​1 

tétrodotoxine (TTX) 200 nM Bloquant des canaux Na+ 

atropine 1 µM Antagoniste des récepteurs 
muscariniques 

CGP 55845A 100 nM Antagoniste des récepteurs GABA​B 

AM 251 100 nM Antagoniste des récepteurs CB-1 

naloxone 500 nM Antagoniste des récepteurs opioïdes 

forskoline (fsk) 200 nM à 13 µM Activateur des Adénylyl cyclases 

IBMX 200 µM Inhibiteur non sélectif des PDEs 

TP-10 1 µM Inhibiteur de PDE10 

BAY-607550 200 nM Inhibiteur de PDE2 

rolipram  100 nM Inhibiteur de PDE4 

cantharidine 30-50 µM Inhibiteur de PP-1 et PP-2A 

fostriécine 200 nM Inhibiteur de PP-2A 

FK506 5-10 µM Inhibiteur de PP-2B 

cyclosporine A 5 µM Inhibiteur de PP-2B 

Table 4 : Drogues utilisées lors des enregistrements d’imagerie de biosenseurs 

Modélisation in silico 

Dansnosexpériencesd’imagerieladuréedesréponsesdubiosenseurAKARauxstimuli             

dopaminergiquestransitoiresapparaîtpluslonguequeladuréedesréponsesAKAR           

rapportéesdansd’autresétudesoùladopamineestlibéréeparoptogénétique(Yagishitaetal.,              

69 

 



2014).Cetteobservationsuggèrequeladopaminelibéréeparnotretechniquede“décageage”             

demeuredansnospréparationspendantplusieursdizainesdesecondes,alorsqueladopamine             

phasiquerencontrée​invivodanslesparadigmesd’apprentissageliéàlarécompense,qui             

résultedesdépolarisationsenrafalesdesneuronesdopaminergiques,nedurequequelques            

secondes.Enconséquence,pourévaluerladynamiquedesréponsesAMPc/PKAàdes            

stimulationsdeduréeplusprochedel’​invivo​,lesdocteursAnuNairetJeanetteKotaleskiont                

élaborépournosétudesdesmodèlesdelasignalisationAMPc/PKAdanslesneuronesD1et               

D2striataux.Cesmodèlesontétédéveloppésàpartirdedonnéesexpérimentalespubliéespar              

plusieursgroupesetàpartirdenosdonnéesd’imagerie.Lesdifférentesréactions            

biochimiquesinitiéesparl’activationdesrécepteursàladopamineontétémodéliséespardes              

équationsdifférentiellesordinaires,émettantl’hypothèsequechacuned’elleobéisseàlaloi            

d’action de masse (cf. méthodes des articles 1 et 2).  
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Résultats  

Article1:Détectiondessignauxdopaminergiquesphasiquesparlesneurones           

épineux striataux de types D1 et D2 

Lalibérationphasiquededopaminedanslestriatumestunélémentcléde             

l’apprentissagemotivéparlesrécompensesetdelasélectiondesactions.Pourtantla             

dynamiquedeseffetsdeladopaminesurlesvoiesdesignalisationintracellulaires            

danslesneuronesépineuxstriatauxresteencorepeudocumentée.Danscettepremière            

étudenousavonsutilisédesbiosenseursFRETcodésgénétiquementetexprimésdans            

des tranchesde cerveaudesourispoursuivreentempsréellesniveaux             

intracellulairesd’AMPcetdephosphorylationparlaPKA,enmêmetempsdansle             

cytosoldesneuronesépineuxmoyensstriatauxdetypeD1etdetypeD2.Nousavons               

quantifiéleseffetsd’unelibérationtransitoirededopaminesurlasignalisation           

AMPc/PKA,lavoiecanoniquementmoduléeparlesrécepteursàladopaminedes            

typesD​1​-etD​2​-like.Cesdonnéesexpérimentalesontpermisdecontraindreles            

paramètresd’unmodèlenumérique.Danslapartiedorso-médianedustriatumoùnous            

avonseffectuénosenregistrements,lesneuronesépineuxmoyensD1etD2expriment            

lesrécepteursD​1​-ouD​2​-likedefaçonségrégée,etontréponduefficacementaux              

stimulidopaminergiquestransitoiresparuneaugmentationouparunediminutiondes           

niveaux d’AMPc, respectivement.  

Nosrésultatsindiquentplusprécisémentqueladopaminemodulel’AMPcdansles            

deuxtypesdeneuronesépineuxavecuneefficacitécomparable(EC​50del’ordredu             

sub-micromolaire),etremettentencausel’idéecommunémentacceptéedansla          

disciplinequel’efficacitédeladopamineestnettementplusgrandesurlesrécepteurs             

D​2​quesurlesrécepteursD​1​.Parailleursnousavonsaussiobservédanslesneurones               

épineuxD2quelabaissenettedesniveauxd’AMPcoccasionnéeparlastimulation             

transitoiredesrécepteursD​2​n'entraînepasde baisseconcomitanteduniveaudes            

phosphorylationsPKA-dépendantes.Notremodèle​insilicoindiquequecelaesten           

partiedûàl’inhibitionefficacedelaprotéinephosphatasePP1parlaprotéine             

DARPP-32.Deplusdanscesneurones,lemodèleindiqueaussiquel’activiténette             
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PKA(équilibrePKA/phosphatase)estparticulièrementsensibleauxfluctuationsdu         

niveautoniqueendopamine(échellesubmicromolaire),rendantlesneuronesD2          

capablesdedétecterefficacementlesinterruptions/pausesendopamine,associéesaux          

omissionsderécompenseetpunitions.Dansl’ensemble,nosrésultatssuggèrentque           

lesneuronesépineuxD2sontcapablesdedétecteravecunecertainecomplexité            

différents motifs de signalisation par la dopamine. 
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Article2:DesréponsesPKAdetype“toutourien”danslenoyaudesneurones                

épineux striataux 

LesimplicationsdelaPKAdanslarégulationdel’expressiongéniquesontconnues             

depuislonguedate,et,selondesobservationseffectuéesprincipalementsurdes           

cellulesnon-neuronales,latransductiondessignauxPKAducytosolverslenoyauest             

limitéeparladiffusionlenteetpassivedessous-unitéscatalytiquesdelaPKAdansle               

compartimentnucléaire.Cependantladynamiqueetlesspécificitésdelasignalisation           

PKAnucléairedanslesneuronesrestentpeuétudiéesàcejour.Danscetteétude,en               

combinantdeuxapproches,celledel’imageriedebiosenseursdel’activitéPKA,           

exprimésdansdestranchesdecerveaudesouris,etuneapprochedemodélisation             

informatique,nousavonssondéleseffetsdediversstimulipharmacologiques          

notammentdesstimulidopaminergiquestransitoiressurladynamiquedessignaux          

PKAnucléairesdanslesneuronesépineuxmoyensD1striatauxetdanslesneurones             

pyramidauxD​1​R+ducortexpréfrontal.Nousavonsd’unepartobservéquelesignal             

PKAnucléaireinduitparlesstimulidopaminergiquestransitoiresdanslesneurones           

épineuxD1estultrasensible,induisantefficacementl’expressiondugèneprécoce          

c-fos,etqu’ilestdotéd’unecinétiqueparticulièrementrapide,encomparaisonavecle             

signalPKAnucléairedanslesneuronesducortex,dontlacinétiqueestcomparableà              

cequiaétédéjàdécritdansd’autrestypescellulairesnon-neuronaux.Cette            

particularitédusignalPKAnucléairedemeureenfaisantvarierlanaturedustimulus             

(stimulationdesrécepteursD​1àlamembrane,stimulationdesadénylylcyclases,           

stimulationdirectedelaPKAcytosoliqueparphotolibérationd’AMPc),etest           

égalementretrouvéedanslesneuronesépineuxD2.D’autrepartnousavonsaussi            

observéquelesneuronesépineuxD1génèrentdesréponsesPKAnucléairesauprofil             

“tout-ou-rien”suiteàl’activationdesrécepteursD​1​.Notremodèlenumériquesuggère           

quecemotifnonlinéairedelaréponsePKAnucléairereposesurl’existenced’un              

mécanisme de“feedforward”positif,inhibantl’activitéphosphatasenucléaire-         

peut-êtremédiéparlaprotéineDARPP-32-etquipermettraitauxneuronesépineux             

striatauxdedétecteravecplusdesensibilitélessignauxdopaminergiquestransitoires           

souvent associés à l’apprentissage motivé par les récompenses. 
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RESEARCH ARTICLE

Switch-like PKA responses in the nucleus of striatal neurons
Cédric Yapo1, Anu G. Nair2,3,4,‡, Jeanette Hellgren Kotaleski2,5, Pierre Vincent1,*,§and Liliana R. V. Castro1,*

ABSTRACT

Although it is known that protein kinase A (PKA) in the nucleus

regulates gene expression, the specificities of nuclear PKA signaling

remain poorly understood. Here, we combined computational

modeling and live-cell imaging of PKA-dependent phosphorylation

in mouse brain slices to investigate how transient dopamine signals

are translated into nuclear PKA activity in cortical pyramidal

neurons and striatal medium spiny neurons. We observed that the

nuclear PKA signal in striatal neurons featured an ultrasensitive

responsiveness, associated with fast all-or-none responses, which is

not consistent with the commonly accepted theory of a slow and

passive diffusion of catalytic PKA in the nucleus. Our numerical

model suggests that a positive feed-forward mechanism inhibiting

nuclear phosphatase activity–possibly mediated by DARPP-32 (also

known as PPP1R1B)–could be responsible for this non-linear

pattern of nuclear PKA response, allowing for a better detection

of the transient dopamine signals that are often associated with

reward-mediated learning.

KEY WORDS: Protein kinase A, Biosensor imaging, Modeling,
Nucleus, Signal integration

INTRODUCTION

The cAMP–PKA signaling pathway plays a key role in virtually all
cell types by acutely regulating various cell functions, such as
metabolism, motility and excitability. This signaling cascade
additionally exerts long-term effects by regulating the expression
of genes in the nucleus. Despite considerable knowledge obtained
through decades of studies on PKA signaling, its dynamics in the
nucleus remains poorly characterized. The PKA holoenzyme is a
tetramer comprising two catalytic (C) and two regulatory (R)
subunits, for which several isoforms have been described: three
catalytic isoforms (Cα,Cβand Cγ, encoded byPRKACA,PRKACB
andPRKACG, respectively) can bind to four different R isoforms
(RIα, RIβ, RIIαand RIIβ, encoded byPRKAR1A,PRKAR1B,
PRKAR2AandPRKAR2B, respectively). RIIβis the most abundant
regulatory subunit in many types of neurons (Cadd and McKnight,
1989), and is required for the nuclear integration of PKA signals
(Brandon et al., 1998). In the case of the type II PKA holoenzyme,

an increase in cAMP concentration releases the catalytic subunits,
which can then diffuse throughout the cell (Kim et al., 2011; Martin
et al., 2007; Tillo et al., 2017), and the passive diffusion of the
catalytic subunit through the nuclear pore is thought to be the main
mechanism whereby the cAMP–PKA signal is transduced into the
nucleus. Experiments performed with chemically labeled PKA
subunits have shown that this diffusion process occurred on a time
scale of tens of minutes, and is associated with CREB
phosphorylation and the induction of gene expression (Hagiwara
et al., 1993; Harootunian et al., 1993; Meinkoth et al., 1990).
Although neurons in several brain regions seem to follow this
signaling scheme (Gervasi et al., 2007; Hu et al., 2011), it remains
puzzling that a specific brain region, the striatum, responds with
superior sensitivity to dopamine signals: addictive drugs for
instance, which trigger a large release of dopamine in the cortex
and the striatum, increase the expression of c-Fos primarily in the
striatum through the activation of D1receptors (Graybiel et al.,
1990; Harlan and Garcia, 1998).
Dopamine is released in the striatum and prefrontal cortex by the

midbrain dopaminergic neurons. The effects of dopamine are
mediated by the D1-like (DRD1, DRD5) and D2-like (DRD2,
DRD3, DRD4) receptors, which oppositely modulate the cAMP–
PKA signaling pathway, thereby regulating a number of neuronal
properties (Beaulieu et al., 2015; Girault, 2012; Threlfell and West,
2013; Tritsch and Sabatini, 2012). In the dorsal striatum, these
receptors are expressed on two different types of medium-sized
spiny neurons (MSNs), hereafter called D1 and D2 MSNs (Le Moine
and Bloch, 1995; Valjent et al., 2009). Transient dopamine
stimulations trigger opposite changes in cAMP–PKA signaling in
these neurons, over a time-scale of a few minutes, which can be
recorded through biosensor imaging (Yapo et al., 2017). The burst
firing of dopaminergic neurons leads to the phasic release of
dopamine, and supports a wide range of functions associated with
salience and reward processing (Arbuthnott and Wickens, 2007;
Bromberg-Martin et al., 2010; Schultz, 2007). Despite the briefness
of phasic dopamine release, burst firing of the dopamine neurons
triggers the induction of immediate early genes (IEGs) in D1 MSNs,
leading to long-term changes in gene expression and plasticity in the
striatal neurons (Chergui et al., 1996; Howard et al., 2013). Striatal
neurons differ from cortical neurons notably because they have a
higher expression level of dopamine receptors or DARPP-32 (also
known as PPP1R1B), and express specific signaling proteins such
as Gαolf, type V adenylyl cyclase and type 10 phosphodiesterase.
These unusual signaling enzymes are associated with faster and
larger cAMP–PKA responses to dopamine in the cytosol (Castro
et al., 2013), and we wanted to explore whether signal transduction
in the nucleus of striatal neurons also possessed specific mechanisms
to enhance its sensitivity. To answer this question, we combined live-
cell imaging of PKA activity in the cytosol and nucleus, with
computational modeling based on our previously published model
(Yapo et al., 2017). We found that transient dopamine stimuli trigger
ultrasensitive and switch-like nuclear PKA responses in the striatum,
and our computer model suggests that this feature depends on aReceived 6 February 2018; Accepted 25 June 2018
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positive feed-forward mechanism in the nucleus, which results in a
high PKA to protein phosphatase activity ratio.

RESULTS

Transient dopamine stimulations lead to robust and fast PKA

signaling in the nucleus of D1 MSNs

We first tested whether a transient dopamine stimulus was sufficient
to trigger a PKA-dependent response in the nucleus. Dopamine D1
receptors in striatal and cortical neurons (layer V) were briefly
stimulated by dopamine released from NPEC-DA (5 µM) by means
of a flash of UV light (0.1 or 1 s duration). We monitored the
induction of c-Fos, an IEG induced by dopamine (Chergui et al.,
1996). Nuclei positive for c-Fos expression were counted, and a
robust increase in c-Fos expression was observed in the striatum
1.5 h following dopamine uncaging (Fig. 1A). The same protocol
applied to the prefrontal cortex elicited no response (Fig. 1B). As a
positive control, brain slices treated for 5 min with the adenylate
cyclase activator forskolin (fsk, 13 µM) showed increased c-Fos
immunoreactivity in both striatum and cortex. This suggests that,
unlike cortical neurons, striatal MSNs efficiently transduce a
transient neuromodulatory signal in the nuclear compartment.
We then monitored the dynamics of PKA signaling in the
cytosolic and nuclear compartments using the AKAR3 and
AKAR2-NLS biosensors, respectively (Allen and Zhang, 2006;
Zhang et al., 2005). Both biosensors report changes in the PKA-to-
phosphatase equilibrium through a change in FRET efficacy, which
was quantified with wide-field ratiometric imaging. Dopamine
uncaging in the striatum (UV 0.1 s) rapidly increased the AKAR2-
NLS signal ratio in D1 MSNs (Fig. 1C). After recovery of the ratio,
application of a saturating dose of the D1-like receptors agonist
SKF-38393 (SKF, 1 µM) triggered a steep elevation of the
biosensor response, which was not further increased by the
application of adenylyl cyclase activator forskolin (fsk, 13 µM).
This same protocol of 0.1 s uncaging produced no response in the
nucleus of cortical neurons, and we increased the UV duration (1 s
instead of 0.1 s) to release more dopamine: yet, cortical neurons
remained unresponsive (Fig. 1D). Subsequent stimulation of the D1
receptors with SKF eventually induced a large, but submaximal,
increase in the AKAR2-NLS ratio, a response which appeared to
have slower kinetics compared to the SKF response in D1 MSNs.
Overall, 77±13% (results in main text are mean±s.e.m.) of the
neurons in layer V of the prefrontal cortex responded positively to
D1receptor stimulation with 1 µM SKF at the cytosolic level
[n=172;N=11; where‘N’indicates the number of independent
experiments (i.e. brain slices), and‘n’indicates the number of cells].
Similar experiments were repeated and averaged using either the
AKAR3 or AKAR2-NLS biosensors; although the cytosolic signals
were of similar amplitude in striatal and cortical neurons, only
striatal neurons displayed a nuclear response (Fig. 1E,F).
To ensure that the measurements were comparable between the two
brain regions, we tested whether the dynamic range of the AKAR2-
NLS biosensor was the same in the striatum and in the cortex. The
maximal ratio change was taken as theΔR/Rvalue between the basal
ratio and the highest ratio response obtained in the experiment (1 µM
SKF or 13 µM fsk). This value showed no difference (11.18±0.12,
n=271,N=19 in the cortex versus 11.20±0.23,n=217,N=26 in the
striatum;P=0.9, unpairedt-test), indicating that the biosensor reports
changes in PKA-to-phosphatase equilibrium in a same dynamic range
in both brain regions.
Cortical neurons express D1- as well as D2-like receptors, which
exert antagonistic effects on PKA signaling (Beaulieu et al., 2015;
Vincent et al., 1993). To rule out interactions with D2receptors, we

replaced dopamine uncaging with applications of the D1-like
agonist SKF-38393 (SKF, 1 µM). SKF was applied briefly (10 s)
with a fast microperfusion system, then the drug was washed-out in
the bath perfusion. The cytosolic or nuclear PKA signals were
monitored with the biosensors AKAR3 and AKAR2-NLS,
respectively. Similar to what was observed with dopamine
uncaging, the 10 s SKF stimulation failed to induce any AKAR2-
NLS response in the cortex, whereas D1 MSNs in the striatum still
displayed a robust response (Fig. 2A,B). We then tested the effect of
sustained D1receptor stimulation on both cortical and striatal
neurons. SKF (1 µM) was applied using the fast microperfusion
system, and its application on the slice was maintained until a
steady-state response was reached (Fig. 2C,D). The maximal
response in cytosolic PKA signal was reached in less than 1 min
in both striatum and cortex, with the striatum response being faster
than that from the cortex, as expected from our previous work
(Castro et al., 2013). In contrast to the rapid PKA activation seen in
the cytosol, the nuclear PKA signal proceeded at a slower pace
in both cell types [time to the half-maximum response (t1/2on)
482±22 s,N=5 in the cortex versus 211±6 s,N=6 in the striatum],
with the nuclear response in the striatum remaining faster and
of larger amplitude than in the cortex (Fig. 2C,D). Similarly fast
nuclear kinetics were also observed in D2 MSNs following
stimulation of the adenosine A2A receptors with CGS21680
(Fig. 2E), showing that the fast responsiveness is a shared feature
of both subtypes of striatal MSNs.
Striatal neurons express high densities of dopamine receptors and

G proteins. Therefore, we wondered whether the fast responsiveness
resulted from this or from other downstream mechanisms. In order
to bypass the first level of signal integration, we directly stimulated
adenylyl cyclases with forskolin, and to take out of the equation the
degradation pathway, phosphodiesterases were blocked with IBMX.
Rapid application of fsk+IBMX produced nuclear responses that
were faster in the striatum than in the cortex (t1/2on=399±13 s,N=7
in the cortex versus 249±9,N=6 in the striatum, unpaired two-tailed
Student’st-test,P<0.05; Fig. 2F) showing that, indeed, striatal
neurons possess specific mechanisms downstream of the receptor
that speed-up nuclear integration of PKA signals.

Switch-like nuclear PKA responses in the striatum

The efficiency of transient dopamine signals in inducing a nuclear
response, as well as its speed depicted above, suggested some non-
linear effect in signal integration in MSNs, which could affect the
responsiveness to low doses of SKF. We used the fast perfusion
system to perform sustained SKF stimulations at low doses, ranging
from 0.1 to 10 nM, and we measured the amplitude of the SKF-
induced nuclear response using AKAR2-NLS, again comparing
striatum and cortex. A single low dose of SKF was tested in each
experiment. At the end of the recording, 1 µM SKF was applied to
reveal D1 MSNs. This level was used as maximum for
normalization, as the application of fsk at the end of the recording
produced no further increase. At a concentration of 2 nM SKF for
instance (Fig. 3A, left), D1 MSNs showed either no or very small
responses, or an almost maximal response. In contrast, cortical
neurons stimulated with 10 nM SKF responded with a continuum of
amplitudes (Fig. 3A, right). At the end of the recording, 1 µM SKF
was applied to reveal the cortical neurons which express D1
receptors (estimated to be 77%, see above). Further application of
fsk at the end of the recording increased the ratio to the value
considered as maximal, and was used for normalization.
The same type of experiment was repeated using different

concentrations of SKF for the first stimulation, and the amplitude of
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this SKF response was plotted for each individual neuron against
SKF concentration (Fig. 3B). In the striatum, as SKF concentration
increases, more cells exhibit a ratio change close to the maximum,
while very few show an intermediate signal (Fig. 3B, left). In
contrast, cortical neurons showed responses covering the whole
range of amplitude level (Fig. 3B, right). For the highest dose (1 µM
SKF), the response was smaller on average than for 100 nM,

possibly because of desensitization of the D1receptor over long
applications of high doses. Data were plotted as cumulative
probabilities for each concentration, and showed a non-linear
profile for the striatum ( particularly visible for 1 nM SKF
concentration), indicative of a bimodal distribution (Fig. 3C, left).
Cumulative probabilities calculated for cortical neurons showed
linear profiles for all concentrations (Fig. 3C, right). The pooled

Fig. 1. A brief dopamine stimulation triggers a nuclear PKA signal in the striatum but not in the prefrontal cortex.(A,B) c-Fos-positive nuclei in the

dorsal striatum (A) and prefrontal cortex (B) following dopamine uncaging (5 µM NPEC-DA, uncaging for 0.1 s and 1 s) or application of the adenylyl cyclase

activator forskolin (fsk, 13 µM, applied for 5 min). (C,D) Wide-field imaging of the AKAR2-NLS sensor in the dorsal striatum (C) and prefrontal cortex (D). Raw

fluorescence of the donor is displayed in gray and the donor:acceptor fluorescence ratio is displayed in pseudo-color. Each trace on the graph indicates the F535/

F480 emission ratio measurement on regions indicated by the color contour drawn on the gray image. Traces in gray correspond to nuclei outside this region of the

image. The thick black traces represent averages. Ratio images (a–d) correspond to the time points indicated in the bottom graph. Dopamine released from

NPEC-DA (5 µM, 0.1 s or 1 s) by UV uncaging generates a transient positive response in medium-sized spiny neurons of the striatum (C) but not in the cortex (D).

The D1receptor agonist SKF-38393 (SKF, 1 µM) and forskolin (fsk, 13 µM) are applied at the end of the experiment as positive controls. (E,F) The traces of

individual cells and their average ratio responses are normalized with respect to the maximal fsk response. PKA signals in the cytosol and nucleus are measured

with AKAR3 and AKAR2-NLS biosensors, respectively. The line represents the mean, the gray shade represents s.e.m.
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responses of all individual striatal neurons (N=34,n=286) displayed
as probability density graph showed a large peak at the maximal
level that was separated from the baseline peak by a wide gap, a
signature of an‘all-or-none’signal integration (Fig. 3D). This
bimodal distribution contrasted with the graded responses measured
in the prefrontal cortex (N=22,n=315), which showed a wide central
peak that was not well separated from the baseline peak (Fig. 3D).
Overall, these results depict the nuclear compartment of MSNs as
particularly responsive to transient stimulation of the D1receptors,
producing robust PKA-dependent phosphorylations in both
cytosolic and nuclear compartments, with a switch-like
mechanisms that controls the transfer of the signal from the
cytosol into the nucleus.

The nuclear responsiveness in D1 MSNs does not result from

the existence of a nuclear pool of PKA

cAMP can diffuse freely throughout the cell and in the nucleus
(DiPilato et al., 2004; Haj Slimane et al., 2014; Yang et al., 2014)
and other studies have reported the presence of PKA holoenzyme in
the nuclear compartment, which might support the fast kinetics of
the nuclear PKA responses (Ilouz et al., 2017; Sample et al., 2012;
Zippin et al., 2004). We tested this hypothesis in our preparations by
photo-releasing cAMP inside the neurons using a cell-permeant
caged cAMP (4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl adenosine 3,5-cyclic
monophosphate, DMNB-cAMP). Striatal and cortical brain
slices were incubated with DMNB-cAMP (10 µM) for 10 min,

and wide-field uncaging with a 1 s UV flash was performed to
increase cAMP levels evenly in all cellular compartments, including
the nucleus. This type of stimulation induced a very fast and
transient activation of PKA in the cytosol of both striatal and cortical
neurons (Fig. 4). The amplitude of the transient cytosolic PKA
responses reached∼80% of maximal fsk-induced response in both
cell types. However, in the nucleus, the PKA responses differed
markedly: no response was observed in the cortex, whereas in the
striatum, cAMP uncaging induced a robust increase in AKAR2-
NLS ratio, with onset kinetics similar to that obtained with
dopamine uncaging or upon a 10 s SKF stimulation. This further
confirms that a same cAMP signal is integrated much more
efficiently in striatal than in cortical neurons. More importantly,
while AKAR3 instantly responded in the cytosol, a delay of∼100 s
was observed for the AKAR2-NLS response in striatal cells, which
contradicts the hypothesis of PKA residing in the nucleus and being
activated there, as the nuclear response would be expected to have
the same kinetics as the cytosolic response if that were the case.
Based on these results, we conclude that the AKAR2-NLS
responses triggered by receptor stimulation or cAMP photorelease
requires diffusion of PKA catalytic subunits into the nucleus.

PP1 activity reverts nuclear PKA signaling in the cortex

We then investigated the cellular mechanisms that dampen the
cAMP–PKA signaling pathway in cortical neurons and may thus
prevent the nuclear transduction of dopamine signals. Among these,

Fig. 2. Robust and fast PKA signal in the

nucleus of striatal neurons.

(A,B) Cytosolic (solid lines, measured with

AKAR3) and nuclear (dotted lines, measured

with AKAR2-NLS) PKA responses elicited

by a 10 s application of the D1-like agonist

SKF-38393 (SKF, 10 s, 1 µM) in the striatum

(A) and prefrontal cortex (B). (C,D) Onset of

the cytosolic (solid lines) and nuclear (dotted

lines) PKA responses in D1 MSNs (C) and

cortical neurons (D) following sustained

application of SKF. (E) Onset of the nuclear

PKA response in D2 MSNs of the striatum

following application of the A2Aagonist CGS

21680 (1 µM). (F) Onset of the nuclear PKA

responses in D1 MSNs of the striatum and

cortical neurons following sustained

application of adenylyl cyclase activator

forskolin (fsk, 13μM) and the

phosphodiesterase inhibitor IBMX (200μM).

Mean responses from four to six

independent experiments/condition are

represented and expressed as a percentage

of the response to fsk or fsk+IBMX, as

indicated. The shaded area represents the

s.e.m.
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it is known that the phosphodiesterase PDE4 powerfully controls
cAMP levels in cortical neurons (Zhang et al., 2002) and we tested
whether inhibiting PDE4 might reveal a nuclear response. As
expected from our previous work (Castro et al., 2010, 2013),
application of the PDE4 inhibitor rolipram (100 nM) increased the
amplitude of the cytosolic AKAR3 response to a brief (10 s) SKF
stimulation (Fig. 5A,B). However, even under PDE4 inhibition, the
nucleus of cortical neurons barely responded to 10 s SKF
stimulations (amplitude of the response at 800 s=4.4±2.2%,N=4
in control versus 19.6±5.5%,N=5 under rolipram, unpaired

two-tailedt-test,P<0.05; Fig. 5C,D). These results indicate that in
cortical neurons, although PDE4 activity affects the amplitude of the
cytosolic PKA response, its effect in the nucleus is minimal,
indicating that another mechanism is counteracting the nuclear
PKA signal.
The phosphorylation level of PKA targets (including AKAR

biosensors) proceeds from a balance between PKA and protein
phosphatase activities; therefore, we hypothesized that higher
protein phosphatase activities in cortical neurons might explain
the lack of nuclear response. In the brain, PP1, PP2A and PP2B are

Fig. 3. Switch-like PKA responses in the nucleus of striatal neurons.(A) AKAR2-NLS normalized ratio during sustained application of the D1-like agonist

SKF-38393 (SKF). Two representative experiments in striatal (left) and cortical (right) brain slices are shown: each trace indicates the ratio measured on the

nucleus of individual neurons, normalized between the basal and maximal ratio. The bars on top of the graph indicate the application of drugs. (B) Similar

experiments were repeated with different doses of SKF for the first SKF application in the striatum (left) and in the cortex (right). Each neuron is represented by a

marker on the graph. Neurons from the same experiment are displayed in the same color. The mean±s.e.m is indicated for each dose. (C) Same data as in B

represented as cumulative frequencies for the striatum (left) and the cortex (right). Note the kink on the profile corresponding to 1 nM SKF in the striatum.

(D) Probability density estimate of all pooled responses in the striatum and in the cortex.
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the major serine/threonine protein phosphatases counteracting PKA
effects. We had already reported that protein phosphatase inhibition
with cantharidin efficiently prevented the dephosphorylation of
AKAR in thalamic intralaminar neurons (Gervasi et al., 2007). In
addition, in the striatum, cantharidin efficiently blocks the
inhibitory effect of PP1 on the AKAR phosphorylation level
(Polito et al., 2015). Here, in the prefrontal cortex, brief (10 s) SKF
application in the presence of the non-selective PP1/PP2A inhibitor
cantharidin (30 µM) produced a maximal increase in the nuclear
PKA signal that did not return to the baseline following washout of
SKF (Fig. 5E). Fostriecin (200 nM), a specific inhibitor of PP2A
(Swingle et al., 2009), had very little effect on the nuclear response
to brief SKF stimulation compared to cantharidin [Fig. 5F; amplitude

of the response at 800 s=0.04±0.02%,N=4 in control versus
84.78±6.88%,N=5 under cantharidin versus 0.18±0.07,N=6
under fostriecin, expressed as % of maximal fsk response; one-way
ANOVA:F(2,12)=45.37,P<0.001, followed by Bonferroni post
hoc test]. These data show that protein phosphatase activities, and
most likely that of PP1, strongly counterbalance nuclear PKA
activity in cortical neurons and prevent transient cAMP signals
from being integrated into a nuclear signal.

Computer modeling indicates the critical role played by the

balance of PKA and protein phosphatase activities

Computer simulations were then used to analyze how striatal and
cortical neurons differed in their integration of a PKA signal. To this

Fig. 4. Global cAMP uncaging produces a delayed PKA

response in the nucleus of striatal neurons.Mean

cytosolic (solid lines, measured with AKAR3) and nuclear

(dotted lines, measured with AKAR2-NLS) PKA responses

elicited by 1 s UV uncaging of cAMP from DMNB-cAMP

(10 µM) in the striatum (left) and in the prefrontal cortex

(right). Mean responses are expressed as the percentage

of the maximal response to the adenylyl cyclase activator

forskolin (fsk), and represent the average response from at

least three independent experiments per condition. The

shaded area represents the s.e.m.

Fig. 5. Phosphatase activity prevents

nuclear PKA signaling in the cortex.

(A) PKA signal in the cytosol measured

with AKAR3 sensor during the 10 s

application of SKF (1 µM), in the presence

of the PDE4 inhibitor rolipram (100 nM) in

the prefrontal cortex. SKF and fsk (13 µM)

were applied (sustained application) at the

end of the experiment. (B) Means of same

experiments performed with or without

rolipram. (C) Same as A except that the

PKA signal is measured in the nucleus

with AKAR2-NLS. (D) Means of same

experiments performed with or without

rolipram. (E) Nuclear PKA responses

elicited by a 10 s SKF application in the

presence of the phosphatase PP1/PP2A

inhibitor cantharidin (30 µM). Fsk was

applied at the end of the experiment to

elicit a maximal increase in the ratio

change. (F) Averaged responses of the

PKA signal to 10 s SKF alone, in the

presence of cantharidin or fostriecin

(PP2A inhibitor, 0.2 µM). Average

responses are expressed as a percentage

of the fsk response, and represent the

mean response from at least four

independent experiments per condition.

The shaded areas represents the s.e.m.
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end, we used the experimentally constrained, mass-action kinetics
model of cytosolic D1-dependent cAMP–PKA signaling in striatal
MSNs with all its parameters (Yapo et al., 2017) and extended it to
the nucleus: this extension included the cyto-nuclear translocation
of the catalytic subunit of PKA that phosphorylates nuclear AKAR,
which is dephosphorylated by protein phosphatases (Fig. 6A).
The cyto-nuclear translocation of PKA is dictated by passive
diffusion (Hagiwara et al., 1993; Harootunian et al., 1993), which
was modeled as a first-order reversible reaction with fixed reaction
rates (or static translocation rate). Simulating this static translocation
rate for cyto-nuclear PKA translocation (Fig. 6A) with transient
dopamine input (see Materials and Methods) produced a nuclear
AKAR phosphorylation that had a nearly exponential onset kinetics
(Fig. 6B, black trace). This onset kinetics was observed in several
cell types (Harootunian et al., 1993; Yang et al., 2014) but not in
striatal and cortical neurons, which displayed a sigmoidal response
onset (Fig. 2). This suggests that PKA cyto-nuclear translocation in
neurons involves an additional mechanism that introduces
nonlinearity, such as a dynamic translocation rate (Fig. 6B); in
this reaction scheme, PKA positively regulates its own translocation
rate by changing the state of the nuclear pore via phosphorylation
(Fig. 6B, inset). This is consistent with the previously reported

increase in cyto-nuclear translocation mediated by PKA (Mishra
and Parnaik, 1995). A similar observation was also made previously
with respect to the extracellular signal-regulated kinases 1 and 2
(ERK1/2), where ERK1/2 increases its own nuclear translocation
(Shindo et al., 2016). Therefore, we implemented this additional
reaction in the model, which led to onset kinetics that matched better
the sigmoidicity of cortical and striatal data (compare Fig. 6B with
Fig. 2). This reaction scheme for dynamic translocation rate was
included in the model for all further simulations.
Striatal neurons exhibit higher levels of PKA than cortical

neurons, in particular the RIIβtype (Brandon et al., 1998; Cadd and
McKnight, 1989; Ilouz et al., 2017; Ventra et al., 1996), which we
also see in our brain slice preparations from young mice (Fig. S1).
We tested whether this difference in PKA level could be a
contributing factor to the observed differences between the cortical
and striatal nuclear response, and we ran simulations with various
initial amounts of PKA. As expected, reducing the PKA levels
decreased the nuclear response amplitude (Fig. 6C). A significant
reduction in PKA levels (0.2×) almost fully suppressed the nuclear
response towards transient dopamine input, similar to what was
observed in the cortex (Fig. 6C). Simulation in that low PKA
condition with reduced PDE did not significantly increase the

Fig. 6. Computational modeling indicates a PKA-mediated facilitation of nuclear translocation in cortex and striatum, and a positive feed-forward loop

in striatal neurons.(A) Modeled signaling pathway for the dopamine-induced AKAR response in the nucleus. (B–F) Simulated AKAR (lines) and measured

AKAR2-NLS (gray and colored shaded areas represent mean±s.e.m). (B) Modeling the translocation reaction with a single-static translocation rate (black) or a

dynamic translocation rate with PKA increasing its own translocation by phosphorylation of the nuclear pore (red; reaction schematic in inset). All further

simulations assume this condition. (C) Simulation of nuclear AKAR response with PKA levels 1×(black) and 0.2×( purple); response to 10 s SKF measured in the

cortex. (D) Simulation of nuclear AKAR response with low PKA (0.2×) with low protein phosphatase (PP, red) or low PDE (blue); responses to 10 s SKF measured

in the cortex with cantharidin (green shade) and rolipram (orange shade). (E) Dopamine input with 1×PKA and various protein phosphatases levels (1×, 0.5×and

0.1×); the response to 10 s SKF measured in the striatum. (F) Simulation of nuclear AKAR response (green trace) with a PKA-dependent protein phosphatase

inhibition feedforward loop (FFL) in the nucleus (inset) and 1×protein phosphatase level. The red trace is a copy of the red trace in E shown for comparison.
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nuclear response (Fig. 6D), consistent with our measures in cortical
neurons in the presence of PDE inhibitor (Fig. 5D). On the other
hand, suppressing the activity of protein phosphatases in the same
condition led to a large nuclear response (Fig. 6D), which looked
similar to the cortical responses measured in the presence of protein
phosphatases inhibitor (Fig. 5F). The low cytosolic PKA condition
of the model thus seems to recapitulate the observations made for
the neurons of the prefrontal cortex, suggesting that PKA is a
limiting resource responsible for the low nuclear responsiveness in
these neurons.
On the other hand, even though the default (1×) PKA level in the
cytosol was validated by the cytosolic responses measured in the
striatum (Yapo et al., 2017), the simulation output of the model did
not match the large amplitude of the observed nuclear responses
(Fig. 6C, compare with Fig. 2A). This could be due to the
dephosphorylation activity of protein phosphatases ( protein
phosphatases) in the nucleus, which counteracts PKA-dependent
phosphorylation. Thus, we ran simulations with decreasing levels of
nuclear protein phosphatases, while keeping the default (1×) PKA
level. A 10-fold reduction in protein phosphatases level increased
the nuclear response amplitude to a level that matched the amplitude
of the response to transient dopamine stimulation (Fig. 6E).
Even though these simulations suggest that very low level of
nuclear protein phosphatases is required to reproduce the striatal
response, such a low level is inconsistent with the previous report
that protein phosphatases are abundantly localized in the nucleus of
MSNs (Ouimet et al., 1995). However, striatal MSNs express
multiple regulatory proteins, such as DARPP-32 and Inhibitor-1
(PPP1R1A), that form a feed-forward loop (FFL) to transiently
suppress protein phosphatase activity in a PKA-dependent fashion:
these regulatory proteins are phosphorylated by PKA and thus
become potent inhibitors of protein phosphatases (Walaas et al.,
2011). With the striatal default protein phosphatase activity (1×)
together with this FFL introduced into the nuclear compartment
(Fig. 6F, inset), the model produced a nuclear response that was
similar to the measured striatal data (Fig. 6F). Furthermore, the kinetic
profile of the simulated response with FFL had a closer resemblance
with the measured striatal data than the simulated response at low
protein phosphatases condition (Fig. 6F). Thus, even though the
striatal nucleus may contain high levels of protein phosphatases, a

PKA-dependent protein phosphatase inhibition mechanism could
produce a time window of temporarily low protein phosphatase
activity during which PKA signaling dominates, which could be a
possible explanation for the higher sensitivity of the striatal nuclear
response. Such an FFL mechanism may also contribute to the sharp
transition from a lack of response to maximal response with only a
small increment in cAMP signal, thus producing the off-on switch
that we observed in the striatum (Fig. 3).
Taken together, these simulations support the hypothesis that the

balance of PKA and protein phosphatase activities could strongly
affect the nuclear integration of neuromodulatory signals in
neurons, and explain the differences we observed between cortical
and striatal nuclear response (Fig. 7A,B). A condition with a low
level of PKA that is unable to counteract the nuclear protein
phosphatase activity explains the diminished responsiveness of the
cortical neurons. By contrast, higher PKA activity together with low
protein phosphatase activity, possibly via PKA-dependent protein
phosphatase inhibition in the nuclear compartment, could lead to
highly sensitive nuclear responses, as observed in the striatum.

DISCUSSION

Signal transduction from the membrane to the nuclear compartment
plays a pivotal role in neuronal adaptations associated with long-
lasting changes in gene expression (Cohen and Greenberg, 2008;
Matamales and Girault, 2011). Our data obtained from biosensor
imaging in brain slices reveal that the dynamics of signal
transduction in striatal neurons differ profoundly from those in
other cell types, including cortical neurons, with PKA producing
fast phosphorylations in the nuclear compartment, in an all-or-none
manner. Taken together with computer modeling, our results
suggest that this unique striatal feature results from a high PKA to
protein phosphatase activity ratio, strongly regulated by a positive
feed-forward mechanism.
Nuclear PKA activity usually reflects the cytosolic PKA signal,

which is progressively dampened in amplitude and kinetics as it
propagates from the membrane through the cytosol and into the
nucleus. This has been reported in various cell types (DiPilato et al.,
2004; Haj Slimane et al., 2014; Sample et al., 2012; Yang et al.,
2014). Neuronal cells provide an additional level of complexity,
with cAMP–PKA signals being confined in specific subcellular

Fig. 7. High PKA level and tight regulation of nuclear

phosphatase activity increase responsiveness of striatal

neurons to transient dopamine.Transient dopamine input

increases cAMP levels and activates cytoplasmic PKA in the

striatum (A) and cortex (B). PKA passively diffuses into the

nucleus through the nuclear pore. The sigmoidal increase in

substrate phosphorylation in the nucleus suggests that PKA

activity increases the permeability of the nuclear pore,

possibly via phosphorylation. In the cortex, the balance

between low PKA level and high phosphatase activity leads to

little phosphorylation of intranuclear substrates. In the

striatum, a high level of PKA together with a positive

feedforward loop involving a phosphatase inhibitor ( probably

DARPP-32) results in the efficient phosphorylation of nuclear

PKA substrates. These specificities of striatal neurons may

account for the non-linear integration of PKA signal in the

nucleus, allowing for the transduction of transient dopamine

signals associated with reward into c-Fos expression.
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domains, such as dendrites and axon terminals without affecting
other cellular domains (Calebiro and Maiellaro, 2014; Gervasi et al.,
2010; Maiellaro et al., 2016). However, signal translocation from
the somatic cytosol to the nucleus in neurons seems to follow the
general rule of a slow diffusion, as observed in cortical and thalamic
neurons with neuropeptide or 5-HT7receptor stimulation (Gervasi
et al., 2007; Hu et al., 2011). Our observations here on cortical
neurons are consistent with this theory, showing a slow and gradual
nuclear PKA response to D1receptor stimulation. Striatal neurons
strikingly depart from this classical scheme, with a large PKA signal
in the nucleus triggered by correspondingly modest cytosolic
responses (Fig. 1). The kinetics of this signal in striatal neurons also
differs from the slow integration observed in all other cell types,
with a minute increase over∼200 s after receptor stimulation
followed by an abrupt rise that reaches the maximal phosphorylation
level of the AKAR biosensor in the nucleus. This peculiar temporal
profile is observed for all stimulation modalities tested (i.e.
stimulation of dopamine D1 and adenosine A2A receptors,
forskolin treatment and cAMP uncaging), showing that this
feature is an intrinsic property of cyto-nuclear signal integration
and is independent of the origin of the signal. The non-linearity of
the nuclear response in the striatum is further illustrated by the
switch-like nuclear signal, going abruptly from a lack of response to
a maximal response. Again, this lack of intermediate responses was
observed with all stimuli and best characterized for very low doses
with the D1receptor agonist SKF, and contrasted with the wide
amplitude spread observed in cortical and other neurons in response
to D1, neuropeptide or 5-HT7receptor stimulation (Gervasi et al.,
2007; Hu et al., 2011). The transduction of cAMP signals from the
dendritic arborization into the nucleus of striatal neurons has already
been shown to follow a complex non-monotonic dependency as the
distance to the cell body increases (Li et al., 2015). In addition, we
have previously reported that, compared to cortical neurons, striatal
neurons possessed a signaling machinery endowing them with
the ability to strongly respond at the cytosolic level to a brief
dopamine signal (Castro et al., 2013; Yapo et al., 2017). In this
study, we further reveal another level of integration that boosts the
nuclear response to dopamine, again highlighting these striatal
neurons as specifically geared to respond to small and/or brief
neuromodulatory signals.
Our experiments and computer model simulations highlight the
importance of PKA and protein phosphatase activities in
determining the net result of PKA action in the nucleus. Low
PKA together with tonic protein phosphatase activity prevents
nuclear responses in the cortex whereas high levels of PKA and
protein phosphatases, together with a positive feed-forward control
inhibiting protein phosphatase activity, best matched our
observations in the striatum. This model is supported by previous
studies showing that the striatum expresses higher levels of PKA
compared to the cortex and other brain regions (Brandon et al.,
1998; Ventra et al., 1996), as well as by our immunohistochemistry
experiments (Fig. S1).
The level of PP1αis also high in MSNs, and particularly in the
nucleus (Ouimet et al., 1995). In order to generate an efficient
nuclear response, this high level of PP1 must be efficiently inhibited
in a PKA-dependent way. DARPP-32 is the natural candidate
mediator of this FFL because it powerfully inhibits PP1 (Fienberg
et al., 1998; Girault et al., 2017; Hemmings et al., 1984;
Svenningsson et al., 2004). Previously, we have observed that the
striatal neurons displayed fast, large and long-lasting cytosolic
cAMP–PKA responses to transient dopamine stimulation.
Inhibition of the PP1-inhibitory activity through a cytosolic FFL

exerted by DARPP-32 protein strongly contributed to the sensitivity
of the striatal response (Castro et al., 2013). Moreover, DARPP-32
can convey information from the cytoplasm to the nucleus, where it
contributes to the amplification of drug-induced gene expression
through PP1 inhibition (Stipanovich et al., 2008). Further work is
needed to clearly demonstrate the contribution of DARPP-32 in the
switch-like function described here. Taken together, a high PKA
and phosphatase level together with a phosphatase inhibitor like
DARPP-32 form a positive FFL, which can produce delayed
responses with fast onset and all-or-none responsiveness.
Regulatory PKA subunits have been reported to be localized in

the nucleus, such as RIβin the nucleus of cerebellar Purkinje
neurons or hippocampal interneurons (Ilouz et al., 2017) and such
‘pre-positioning’of PKA holoenzyme in the nucleus might speed
up the transduction of the cytosolic cAMP signal into a nuclear
response. However, the delayed nuclear response that we observed
in striatal neurons does not fit with this hypothesis, since cAMP
diffuses quickly through the nuclear pore (Sample et al., 2012) and
should therefore have induced an instantaneous nuclear signal.
Moreover, in another set of our experiments, photorelease of cAMP
throughout the cell (the nucleus included) triggered nuclear
responses that still displayed the same delayed onset. This
indicates that the presence of PKA holoenzyme in the nucleus is
an unlikely explanation for the fast and sensitive responsiveness of
MSN nuclei. PKA however needs to be located close to the nucleus,
and the RIIβtype, which is the dominant type of PKA in both
cortical and striatal neurons, favors the translocation of the signal
into the nucleus (Cassano et al., 1996; Paolillo et al., 1999).
Tethering of regulatory subunits on A kinase-anchoring proteins
(AKAPs) in the cell body has also been shown to play a role in the
amplification of the PKA signal in the nucleus (Cassano et al., 1996;
Dodge-Kafka and Kapiloff, 2006; Feliciello et al., 1997; Friedrich
et al., 2010; Paolillo et al., 1999).
Our combined experimental and modeling approach also

highlighted another so-far overlooked property of cyto-nuclear
signal transduction. If the translocation of PKA from the cytosol to
the nucleus only depended on passive diffusion, signal onset in the
nucleus would be expected to display an exponential shape, whereas
biosensor measurements with AKAR2-NLS actually reported a
sigmoidal shape. We found in our simulations that a possible way to
achieve this sigmoidal kinetic profile is if PKA activation facilitates
the translocation of its own catalytic subunits into the nucleus.
While phosphorylation is widely known to affect active nuclear
transport (Christie et al., 2016), passive diffusion has also been
suggested to be regulated by PKA (Mishra and Parnaik, 1995) and
ERK1/2 (Shindo et al., 2016). Our data fit with this latter hypothesis
and suggest that the regulation of passive diffusion may play a more
important role than anticipated.
Overall, our observations are consistent with signal transduction

from the cytosol to the nucleus being limited by the passive
diffusion of PKA through the nuclear pore, as reported in a number
of cellular systems (Gervasi et al., 2007; Haj Slimane et al., 2014;
Harootunian et al., 1993; Martin et al., 2007; Meinkoth et al., 1990;
Sample et al., 2012; Yang et al., 2014), with a facilitation of pore
diffusion mediated by PKA. Striatal neurons obey to this
mechanism, but also feature an additional positive FFL, which
provides them with very unusual non-linear properties and a switch-
like behavior. We hypothesize that this feature plays an important
role in the detection of changes in the extracellular levels of
dopamine. The dopamine signals received by striatal neurons cover
a wide range of patterns such as tonic release, phasic burst
associated with a rewarding event and up to long and sustained
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alone (without the primary antibody step) showed no reactivity. Images were
acquired with wide-field imaging.

Data analysis
The FRET change in the AKAR3 and AKAR2-NLS biosensors was
quantified by ratiometric imaging, with PKA-dependent phosphorylation
inducing an increase in the acceptor:donor ratio. The measured acceptor:
donor ratio fluctuates between the Rminand Rmaxvalues, which correspond
to the minimal ratio value (no biological signal) and maximal response
(saturated biosensor) (Grynkiewicz et al., 1985). The maximal response
corresponding to biosensor saturation was determined for each neuron at the
end of the recording. This level was determined by applying 13 µM
forskolin, sufficient to maximally phosphorylate the highly sensitive probe
AKAR3 (Gervasi et al., 2007). The baseline ratio was considered to be close
to Rmin, as shown previously (Polito et al., 2015). Absolute ratio values
differed between cells, so the amplitude of the response to receptor
stimulation was quantified for each neuron as the fractional change in ratio
from its own baseline and maximal final ratio response. In wide-field
imaging experiments, some of the signal measured on a region of interest
comes from out-of-focus neurons. This has no effect on the kinetics features
of the ratio signal, but affects the absolute amplitude of the response when
out-of-focus neurons have a pharmacological response different from that of
the in-focus neuron. Still, for a given region of interest, the steady-state
response to a bath-applied saturating dose (1 µM) of SKF-38393 was
genuinely representative of the response of all D1-expressing neurons
contributing to the signal of this region of interest, and this value was used
for normalization in kinetic analyses.

Drugs
NPEC-caged dopamine [(N)-1-(2-nitrophenyl) ethylcarboxy-3, 4-
dihydroxyphenethylamine], SKF-38393 hydrobromide, CGS 21680
hydrochloride, rolipram, cantharidin, cyclosporin A, FK 506, fostriecin,
and forskolin (fsk) were obtained from Tocris Cookson (Bristol, UK); 3-
isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) was obtained from Sigma-Aldrich.
DMNB-cAMP (4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl adenosine 3,5′-cyclic
monophosphate) was from Molecular Probes.

Computational modeling

The signaling cascade related to the D1-dependent activation of PKA and its
nuclear translocation was modeled as a system of biochemical reactions
which contains both reversible and irreversible reactions. Enzymatic
reactions were represented as a two-step process in which the first step is
a reversible binding between the enzyme and substrate, and the second step
is an irreversible transformation of the enzyme-substrate complex into
product and thereby releasing free enzyme. Individual reactions were
mathematically modeled as ordinary differential equations (ODEs)
corresponding to the rate law of mass action kinetics as described
previously (Yapo et al., 2017).
The resulting system of ODEs was numerically solved using ode15 s solver
provided in the Simbiology toolbox of MATLAB (MathWorks) with a
maximum timestep of 0.01 s. Explicit spatial or geometrical aspects were not
taken into account in the model. However, the whole signaling volume was
divided into two abstract subvolumes or compartments representing cytosol
and nucleus and they contain cytosolic and nuclear reactions, respectively.
The total volume of the whole reaction space assumed in the model is around
550μm3, which contains a nuclear volume of∼400μm3, resulting in a
cytoplasmic volume of around∼150μm3. The cytosolic volume contains the
chemical reactions related to D1-dependent PKA activation. Briefly,
dopamine-dependent D1activation leads to an increase in GTP-bound
stimulatory G-protein, which in turn activates adenylyl cyclase (AC). AC
activation results in the elevation of cAMP, which in turn activates PKA. The
cytosolic compartment also contains PDE to degrade cAMP. Active PKA
translocates to the nuclear compartment where it could phosphorylate AKAR
present in this compartment. The nuclear compartment also contains protein
phosphatases which could dephosphorylate AKAR. The intercompartmental
PKA translocation is implemented as a first-order reaction. Alternatively, a
dynamic forward kinetic rate is used for this reaction to capture the sigmoidal
nature of nuclear signal observed in the current data. This dynamic forward

reaction rate for cyto-nuclear PKA translocation assumes that it is positively
influenced by the level of active PKA in the cytoplasmic compartment. This
PKA dependency is implemented using a chemical species corresponding to
a nuclear channel that is phosphorylated by PKA, and the overall forward
reaction rate is calculated at each simulation timestep by averaging a low
reaction rate weighted by the fraction of the non-phosphorylated form and a
high reaction rate weighted by the fraction of the phosphorylated form of the
nuclear channel species. An additional PKA-dependent protein phosphatase
inhibition reaction scheme in the nuclear compartment was also tested.
Biochemical reactions and respective parameters for all these processes in the
cytosolic and nuclear compartments, except the PKA translocation and PKA-
dependent PP1 inhibition, are directly taken from the recently published
reaction-kinetic model of dopamine-dependent cAMP signaling (Yapo et al.,
2017). In all the simulations, D1receptor is activated with a transient
dopamine input that mimics the fast application of saturating level of SKF-
38393 in our experimental protocol (10 s SKF-38393 application). This time-
varying input is modeled as an instantaneous increase in dopamine to 10μM
followed by an exponential decay with a time constant of∼150 s, which
reflects the diffusion rate of the drug out of the brain slice (Yapo et al., 2017).

Statistics
At least four neurons were analyzed per brain slice and their responses
averaged.‘N’indicates the number of independent experiments (i.e. brain
slices), and‘n’indicates the number of cells. Data are expressed as
mean±s.e.m. Differences were considered significant whenP<0.05. The
probability density (Fig. 3) was estimated using a Gaussian kernel and
Silverman’s bandwidth selection in Igor Pro 7 (Wavemetrics).
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A., Paupardin-Tritsch, D. and Vincent, P.(2013). Striatal neurones have a
specific ability to respond to phasic dopamine release.J. Physiol.591, 3197-3214.
Cerovic, M., D’isa, R., Tonini, R. and Brambilla, R.(2013). Molecular and cellular
mechanisms of dopamine-mediated behavioral plasticity in the striatum.
Neurobiol. Learn. Mem.105, 63-80.
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Supplementary Figure 1.
PKA regulatory subunit RIIβ is expressed at a higher level in the soma of striatal neurons 
than in prefrontal cortex neurons.
Representative images of striatal (left) and cortical (right) brain slices labeled with anti-RIIβ 
antibodies. Immunostaining shows a high level of RIIβ in striatal neurons, in particular in the 
somatic cytosol and proximal dendrites. In the cortex, the intensity of the labeling was much 
lower and mostly localized in dendrites, with a clear reduction in the somatic cytosol. No 
positive RIIβ staining was observed in the nuclei in both striatum and cortex. The same 
acquisition and display settings were applied for both images; 40x objective; scale bar: 10 
µm; gamma correction: 1.5.
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Article3(enpréparation):Activitéaccruedesphosphodiestérasesdetype2et4              

danslestriatumdessourisléséesàla6-OHDA:versl’identificationdenouvelles              

cibles ou biomarqueurs pour le traitement de la maladie de Parkinson ? 

Résumé 

Malgrél'espoirdepouvoirprochainementpréveniroucontrerlamortneuronalequicausela              

maladiedeParkinson,deseffortsdoiventêtrepoursuivispouraméliorerlaconditiondes             

patientschezlesquelslasubstancenoireadéjàdégénérée.Pourcela,comprendrecomment             

lesneuronesdustriatums'adaptentlorsdeladéplétionchroniqueendopamine,ainsiqu'au              

coursdutraitementàlaL-DOPA,estindispensable.Nousutilisonsuneapproched'imagerie             

debiosenseursquipermetdesuivrelasignalisationAMPc/PKA dansdesneurones            

individuelsdansdestranchesdestriatumprovenantdesourismodèlesdelamaladiede              

Parkinson.Nosrésultatspréliminairesmontrentbienl'hypersensibilitédesneuronesD1aux           

stimulationsparladopamine,décritedanslalittérature.Maisàcôtédecettehypersensibilité              

D1,nousdécrivonsaussidesadaptationsàcaractèrehoméostatique:nousmesuronsunrôle              

fonctionnelaccrudesphosphodiestérasesPDE2etPDE4.Davantaged’étudesrestentà           

réaliserpour préciser notamment lesmécanismes d’augmentation de cesactivités          

phosphodiestérasesetdéterminerleursimplicationséventuellesdanslaphysiopathologiede          

lamaladie. Enfinl’hypersensibilitéD1 estdésignéeresponsabledescomplicationsà           

long-termedeladopathérapie(i.e.dyskinésies)chezl’individuparkinsonien.Nousévoquons           

aussidanscetteétudeunehypothèseselonlaquelleciblerlaPDE2pourraitcorriger             

l’hypersensibilité D1 et permettre de mitiger les effets indésirables de la L-DOPA. 

 

Introduction 

Ladisparitionprogressivedesafférencesdopaminergiqueaucoursdelamaladie de            

Parkinsoninduitdenombreuxchangementsadaptatifsauniveaudelasignalisation           

intracellulairedanslesneuronesépineuxdustriatum,chezdespatientscommedansles             

modèlesanimaux(Coleetal.,1994)(Berkeetal.,1998)(Santinietal.,2008).Lesneurones              

dopaminergiquesprésentent​invivouneactivitéélectriquerégulièreresponsabledela           

libération"tonique"dedopamine.Cesneuronesdéchargentoccasionnellementdesrafalesde           
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potentielsd'actions,responsablesdepicsdelibérationdedopamine(dite"phasique").Cette            

dopaminephasiquejoueunrôleessentieldansl'apprentissageguidéparlarécompense,etla              

sélectiondel'action.Ladopaminestimulelaproductiond'AMPcdanslesneuronesstriataux             

quiexprimentlesrécepteursdetypeD​1​,tandisqu'elleinhibesaproductiondanslesneurones               

qui expriment les récepteurs de type D​2​. 

Parmi lesadaptationsquiapparaissentaucoursdelamaladie deParkinson,une             

hypersensibilitédelaréponsedesrécepteursD​1aétébiendocumentée(Nishinoetal.,              

1993)(Corvoletal.,2004)(Tongetal.,2004)(Alcaceretal.,2012).Lesstratégies            

thérapeutiquesquivisentàremplacercettepertededopamine,commeletraitementparla              

L-DOPA,conduisentàuneactivitéaccruedelasignalisationAMPc/PKAetdesesprotéines              

cibles(DARPP-32,GluR1, ∆Fos-B),cequiperturbelafonctionstriataleetconduit            

progressivementàl’apparitiondedyskinésies(MureretMoratalla,2011).Leniveaud'AMPc            

intracellulairerésulted'unéquilibreentresasynthèseparlesadénylatescyclasesetsa             

dégradationparlesphosphodiestérases(PDEs).Chezdesmodèlesanimauxdelamaladie,des             

niveauxd’AMPcplusélevésontétémesurés,associésàunediminutiondesniveauxd'ARNm              

et de la protéine PDE10A dans le striatum (Giorgi et al., 2008, 2011). 

Toutefois,lesapprochesutiliséesdanscesétudesnepermettentpasdepréciserletypede               

neuronedanslequelcesadaptationsontlieu,nid'évaluerlesconséquencesfonctionnellesde             

cesadaptationssurladynamiquedelasignalisationAMPc,enparticuliersurlesréponses              

AMPctransitoires.L'analysedeseffetsneuromodulateursdeladopaminedevraits'inscrire           

dansuncadreoùl'ondistingueletypeneuronal(MSNsdetypeD1ouD2)etoùl'aspect                  

temporeldelasignalisationestprisencompte.Ledéveloppementd’approchesgénétiques            

(e.g.souristransgéniquesBAC)apermisd'analyserlesspécificitésbiologiquesdesdeux            

populationsneuronalesdistinctes(Valjentetal.,2009).L’imageriedebiosenseursajouteune            

dimensiontemporelleetpermetd'analyser,àl'échelledeneuronesindividuels,lesspécificités            

deladynamiqued'intégrationdusignalAMPc/PKA,enenregistrantdesneuronesD1etD2              

individuels(Castroetal.,2013)(Politoetal.,2015).Nousutilisonscetteapprochepour             

caractériserlaréponseàladopamineenconditionnormaleetanalyserleschangements             

adaptatifsquisurviennentlorsdelapertedesafférencesdopaminergiques,caractéristique           

principaldelamaladie.Enparticulier,nousétudionslerôlefonctionneldesPDEsdans              

l'adaptation des réponses AMPc transitoires. 
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(Figures) Increased PDE2/4 activities in the striatal spiny neurons of the 

6-OHDA-lesioned mouse model of Parkinson’s disease (en préparation) 

Runningtitle:The​D1hypersensitivityintheparkinsonianstateisaccompaniedwithincreased,              

homeostatic PDE activities 
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Description rapide des résultats 

- Lafigure1présentenotreprotocoleexpérimental:del’injectionintrastriataledela             

6-OHDApourinduireunedéplétionchroniqueendopaminedanslestriatum,aux            

enregistrementsd’imageriedebiosenseurssurtranche.Unenregistrementd’imagerie         

typechezlasourisparkinsonienneestillustré,montrantencoreunefoislaségrégation             

desréponsesD1/D2. Enfin lesdeuxdernièresfiguresprésententlaréponse           

hypersensibledesMSNs detypeD1auxstimulationsdopaminergiquestransitoires          

dans le striatum parkinsonien (hypersensibilité D1). 

- Lafigure2montrequelesréponsesAMPcstimuléesparlaforskolinedanslesMSNs               

D1sontdiminuéesenconditionparkinsonienne,indiquantquel’hypersensibilitéD1          

s’accompagne aussi d’adaptations à caractère homéostatique. 

- Lafigure3montrecommentl’inhibitiondesphosphodiestérasesdetype2et4             

restaureunedynamiquenormaledesréponsesAMPcstimuléesparlaforskoline,           

suggérant une augmentation de leurs activités en condition parkinsonienne. 

- Lafigure4montrecommentl’applicationaiguëd’undonneurdemonoxyded’azote            

(pouractiverlaPDE2)permetderéduirel’amplitudedesréponsesD1hypersensibles            

retrouvéesdanslestriatumparkinsonien,unestratégiethérapeutiqueenvisageable         

pour la prise en charge des dyskinésies induites par la L-DOPA ? 
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expresstheEpacorAKARbiosensor.Thedayfollowingthevectorinjection,acutebrainsliceswere                

preparedaccordingtoourroutineprotocol,andthecAMPorPKAsignalscouldbemonitoredwith                

fluorescentmicroscopy.Foreachanimal,thesuccessofthe6-OHDAlesionwasconfirmedwithaTH                

immunolabelling. 

B)StriatalsliceexpressingtheEpac-SH150biosensorformeasuringcAMPsignals,imagedwitha             

2photon-microscope.  

C)TwosubpopulationsofMSNscanbeidentifiedwiththeirdifferentialresponsestoD​1​-orD​2​-like               

receptorsstimulation.(Left)Thefirstimageingreyshowsthefluorescenceattheacceptorwavelength.               

Thecolorimagesshowthefluorescenceratio,codedinpseudocolor.(Right)Tracesonthegraph               

representtheratiochangeovertime,measuredoverthecorrespondingregionsofinterest(blueand               

green)andtoothercellbodiescontainedinthesameimagestack.ApplicationoftheD​1​-likeagonist                 

(SKF-81297,100nM)increasescAMPlevelsinapproximatelyonehalfoftheneuronsimaged,theD1                

MSNs.Applicationofalowdoseoftheadenylylcyclaseactivatorforskolin(fsk,200nM)increases                

cAMPinallcells.SubsequentapplicationoftheD​2​-likeagonistquinpirole(1µM)decreasesthecAMP                

levelsonlyinthecellsthathadnotrespondedtotheD​1​-likeagonist,theD2MSNs.Finalapplicationof                   

higherdoseofforskoline(13µM)togetherwiththenonselectivePDEinhibitorIBMX(200µM)                

increasestheratiotoRmax,whichisthemaximalratiolevel,usedforquantificationoftheresponses                 

(normalization to Rmax).  

D)TheD1hypersensitivityinthe6-OHDAmousemeasuredwiththecAMPbiosensorEpac-S​H150​.cAMP              

responsestodopamine(DA)uncagingaremeasuredinwidefield.Theuncagingprotocolisidenticalto                

thatdescribedin(Yapoetal.,2017).ResponsesarenormalizedtoRmax.Uncagingof1µMDA                 

producesliterallynosomaticresponseinD1MSNsoftheSHAMmouse(greydottedline),whileit                 

increasestheratioto28%ofRmaxinD1MSNsofthe6-OHDAmouse.A10timeshigherdoseofDA                     

(10µM)releasedviauncagingincreasethesignalratioto5%ofRmaxinD1MSNsoftheSHAM                   

mouse, versus 35% in the 6-OHDA mouse. N= 4-6 slices/condition. Shade represents s.e.m. 

E)SameexperimentsperformedusingAKAR4biosensortoreportthePKA-dependentphosphorylation.           

TheD1hypersensitivityseenatthecAMPlevelisalsoobservedatthelevelofPKAinD1MSNsof                    

the6-OHDAmouse.Uncagingof10µMDAincreasesAKAR4ratioupto40%ofRmaxinD1MSNs                   

of the SHAM mouse versus 80% in the 6-OHDA mouse.  
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Discussion 

Ladopamine(DA)etsesrécepteurs,lasignalisationintracellulairemédiéeparlesnucléotides             

cycliques(e.g.AMPc)etlesenzymesrégulantsadynamiquedanslesneurones,enparticulier              

lesphosphodiestérases(PDEs),sontautantdesujetsd’étudesbeaucoupdiscutéscesdernières            

décenniesenraisondeleurimportancedécritedansdesfonctionsetpathologiesrelevantdu              

contrôlemoteur, delacognition,ouencoredel’affectivité/humeur.Lalibérationde            

dopaminedanslestriatumestunévénementclédel’apprentissagemotivé parles             

récompenses(ouparrenforcementpositif),etréguledenombreuxaspectsdelaphysiologie             

striataleincluantlaplasticitécorticostriatale,essentiellementparlavoiedesignalisation           

canoniqueAMPc/PKA(Schultz,2015;Shenetal.,2008).Desdérégulationsdel’activitédes             

récepteursàladopamine,etplusglobalementdelasignalisationAMPc/PKAsontretrouvées             

dansdenombreusesmaladiesneuro-psychiatriquestellesquelaschizophrénieoulamaladie            

deParkinson.Destravauxprécédentsdenotreéquipeontmontréquelesneuronesépineux-               

ouMSNs(​medium-sizedspinyneurons​)-detypeD1,présententunesensibilitéparticulière             

auxstimulidopaminergiquestransitoirestelsceuxassociésauxrécompenses(Castroetal.,            

2013).Aucoursdemathèse,jemesuisintéresséàladynamiqued’intégrationdecesstimuli                 

dopaminergiquestransitoires1)encomparanttantôtlaréponsedessignauxAMPc/PKA           

cytosoliquesdesMSNsdetypeD1àcelledesMSNsdetypeD2,2)puisjemesuisintéressé                   

àl’intégrationdelaréponsedopaminergiquedanslecompartimentnucléaire,3)etenfinj’ai              

étudiéledevenirdesréponsesAMPc/PKAstriataleschezlasourismodèledelamaladiede               

Parkinson.  

  

1:LadopaminephasiquedétectéeparlesMSNs detypeD1etD2,unrôlepourles                  

MSNs D2 dans la détection des interruptions en dopamine 

Deuxmodesdelibérationdeladopaminesontdécritsdanslestriatum:unmodetoniqueet                 

unmodephasique.Lemodedelibérationphasiqueestassociéauxrécompensesetprocessus              

d’apprentissageparrenforcementpositif,etdansnotrepremièreétudenousavonsmesuréles             

effetsdesstimulidopaminergiquestransitoiressurlessignauxAMPcetPKAdanslecytosol              

desMSNsdetypeD1etD2.CesderniersexprimentdefaçonségrégéedesrécepteursD​1​-ou                 

D​2​-likerespectivement,canoniquementcouplésàlasignalisationAMPc/PKA,etl’ondécrit           
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unrôleantagonistedeleursactivitéssurlessortiesdesganglionsdelabase(Freezeetal.,                 

2013;NelsonetKreitzer,2014).IlestcommunémentsupposéquelesrécepteursD​1etD​2               

striatauxrépondentdifféremmentauxmodestoniqueouphasiquedelasignalisationparla             

dopamine:lemodephasique,quiaboutitàlaprésencededopamineenconcentration              

micromolaire dansl’espaceextracellulaire,etparfoisappelée“dopaminephasique”,         

affecteraitpréférentiellementl’activitédesrécepteursdebasseaffinitéD​1(Kddel’ordredu             

µM)​,alorsquelesniveauxplusbasdedopamineextracellulaireactiveraientsélectivementles             

récepteursD​2dehauteaffinité(Kddel’ordred’unedizainedenM)(Richfieldetal.,1989;               

Dreyer etal.,2010);Cumming,2011)​.Dans notreétude,lesdonnéesd’imageriede             

biosenseursmontrentquelesstimulidopaminergiquestransitoiresmodulentl’AMPcavec          

uneefficacitécomparabledanslesdeuxtypesdeMSNs :EC​50estiméeà0,7µMsurle                 

récepteurD​1​,etEC​50estiméeà0,4µM surlerécepteurD​2​.CependantdanslesMSNsde                 

typeD2,enavaldel’AMPc,cesmêmestimulineparviennentpasàmoduleraveclamême                 

efficacitéleniveaudesphosphorylationsmédiéesparlaPKA;uneobservationintéressante            

quisoulignequedifférentséchelonsd’unemêmecascadedesignalisationpeuventtrèsbien             

répondre différemment à un même stimulus externe.  

 

L’efficacitédeladopaminesurl’AMPcsemblesimilairedanslesdeuxtypesdeMSNs              

striataux,etnosvaleursexpérimentalesd’EC​50sontenaccordavecdesmesureseffectuées             

dansuncertainnombredepréparationsneuronales(EnjalbertetBockaert,1983;Weissetal.,              

1985).Maisellescontrastentavecd’autresétudesoùenparticulierplusieursvaleursd’EC​50             

sontrapportéespourlerécepteurD​2​,variantdunanomolaireàplusieursmicromolaires            

(Albert et al., 1990; Schoffelmeer et al., 1994).  

Différentesvaleursd’affinitédesrécepteursD1etD2sontretrouvéesdanslalittérature,etla               

variabilitéobservéedanscesmesurespeutêtreattribuéeauxméthodesutiliséespourestimer             

l’affinité(autoradiographievstomographieàémissiondepositron),etàdesdifférencesde             

conditionsexpérimentales(Skinbjergetal.,2012;Cumming,2011).Parexemplelesdeux            

étatsd’affinitédesrécepteursD​1etD​2​pourladopamine,etl’équilibreentrecesderniers               

dépendentdesniveauxintracellulairesenGTP,unparamètredifficileàcontrôlerdans            

nombredepréparationsexpérimentales(Richfieldetal.,1989;Waelbroeck,1999).Ladensité            

desrécepteursàlamembranedanslessystèmesd’expressionhétérologue,affecteégalement            

l’efficacitémesurée.Enfinl’efficacitédépendaussidel’intégrationenavaldurécepteur,            
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puisquelanotiond’affiniténecorrespondpasdefaçonlinéaireàl’efficacitéfonctionnelle             

(Kenakin,2013).NosdonnéesmontrenteneffetquedanslesMSNsdetypeD1ladopamine                

moduleleniveaudesphosphorylationsmédiéesparlaPKAavecunemeilleureefficacitéen              

comparaisonàl’AMPc.C’estl’effetopposéquiestobservédanslesMSNsdetypeD2.               

Nous avonsobservédanscesderniersquel’efficacitédesstimulidopaminergiques           

transitoiresmesurée àl’échelledel’AMPcdiminuaitàl’échelledesphosphorylations           

médiéesparlaPKA.Etcetteefficacitédiminuedavantageàl’échelledescanauxpotassiques              

GIRKcouplésauxprotéinesG(Marcottetal.,2014).Celaestenaccordavecdessimulations                

insilicomontrantquelerécepteurD​2requiertdefortesconcentrationsendopaminepourque               

ledimèreβγdesprotéinesGagissesurlescanauxGIRK(Nairetal.,2015).D’autresaspects                 

peuconsidéréslorsdesmesuresd’efficacitésontlatemporalitéetlesadaptationslentes             

pouvantaffecterlerécepteuretsasignalisationdurantleslonguesapplicationsdedopamine.             

EnparticulierlesparamètrestelsqueladésensibilisationdesrécepteursD​1​,dontlademi-vie              

deprésenceàlamembraneaprèsstimulationestde ~7minutes​(Dumartinetal.,2000)​.La                

désensibilisationréduitdedeuxfoisl’efficacitédeladopamine,etaffecteparlamême              

occasionlaproductionmaximale d’AMPc(Kimetal.,2004).De façoninverse,la             

sensibilisationhétérologuedescyclasescoupléesaurécepteurD​2pourraitcontribueràla            

mesured’uneefficacitéanormalementaugmentée(WattsetNeve,1996;Wattsetal.,1998).             

Dansnotreétude,nousavonsminimisécesrisquesenutilisantledécageagededopamine              

(élévationrapidedesniveauxdedopamine,enl’espaced’uneseconde,etclairanceen             

environ 100 s) pour stimuler transitoirement les récepteurs D​1​ et D​2​ plutôt qu’en continu. 

 

Ladynamiquedesactionsdeladopamineauniveaupost-synaptiqueetl’actionintégrative             

descascadesdesignalisationsous-tendentdenombreusespropriétésneuronalesqui          

déterminentquelstypesdesignauxneuromodulateurspeuventêtredétectésetaboutiràdes             

réponsesfonctionnelles(Yagishitaetal.,2014;Swapnaetal.,2016;Marcottetal.,2014;              

Arbuthnott etWickens, 2007).Lamodélisation nousaaidéàmieux comprendrela             

complexitédecespropriétésetapermisderépondreàplusieurslimitationsexpérimentales:              

1)raccourcirladuréedesstimulationsdopaminergiquestransitoires(s’approcherdavantage          

del’échelledesmillisecondesrencontrée​invivo​),2)déterminerlanaturedel’élément             

diminuantl’efficacitédesstimulitransitoiressurlesphosphorylationsmédiéesparlaPKA            

danslesMSNsdetypeD2,3)etenfinmodéliserlesréponsesdesdeuxtypesdeMSNslors                  
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d’interruptionsduniveautoniquededopaminecommecellesassociéesàl’omissiond’une            

récompense.Nosprincipalesdonnéessontenaccordavecl’idéesouventrépanduequeles             

MSNs detypeD1sontdesdétecteursdeladopamineassociéeauxrécompenses:ils               

produisenteneffetdelargeréponsesAMPcetPKAauxélévationstransitoiresdesniveaux              

dedopamine,renforçantl’idéequelesystèmedetransductionenavaldurécepteurD​1dans               

cesneuronesesttrèsefficace,etspécifiquementconçupourpermettreladétectiondesignaux              

dopaminergiquestransitoires(Castroetal.,2013;Yapoetal.,2017).Aladifférencedes              

MSNs detypeD1,lesMSNs detypeD2semblentintégrerlessignauxdopaminergiques              

transitoiresavecplusdecomplexité.RécemmentMarcottetcollèguesenutilisantunsystème             

hétérologuedecanauxpotassiquesGIRK, etdesenregistrementsd'électrophysiologie,         

démontrentquelerécepteurD​2peutdétecterlesstimuliphasiquessuiteàlalibération              

optogénétiquededopamine,maisavecunevaleurd’EC​50de36µM(10µMenprésencede                

cocaïne),incompatibleaveclesniveauxdedopaminerencontrés​invivo​(Marcottetal.,             

2014).Néanmoinscelafaitunargumentsupplémentairesupportantl’idéequelerécepteurD​2             

peutdécoderlessignauxdopaminergiquestransitoiresdansdeséchellesdeconcentrations           

élevées.  

ToutesnosdonnéessemblentdoncindiquerquedanslesMSNsD2,leseffecteursmodulés              

parlesprotéinesG​i/oetl’AMPc,telsquelescanauxcouplésauxprotéinesG/nucléotides              

cycliquesetlesprotéinesEpac,seraientsélectivementsensiblesauxstimulidopaminergiques           

transitoires.DepluslesrécepteursD​2desMSNscontribuentauxeffetspsychomoteursdela              

cocaïne,confirmantlasensibilité​invivodecesneuronesauxfortesélévationsduniveauen               

dopamine extracellulaire (Kharkwal et al., 2016).  

 

Enrevanche,leniveaudephosphorylationdesciblesdelaPKAresteinsensibleàunsignal                

dopaminergiquephasique.NossimulationsdésignentlaprotéineDARPP-32responsablede          

l’insensibilitédesMSNsdetypeD2auxstimulationsdopaminergiquestransitoiresàl’échelle            

dessubstratsdesprotéinesPKA/PP1.Danscesneurones,laphosphorylationdeDARPP-32            

induiteparlastimulationdesrécepteursA​2A mèneàuneinhibitionfortedelaprotéine               

phosphatasePP1,mêmepourdesniveauxd’AMPcrésultantd’uneactivationsemi-maximale           

desrécepteursA​2A ​(Politoetal.,2015).Danscettesituation,bienquelesélévations              

transitoiresendopamineparviennentàréduireefficacementl’AMPcetl’activitéPKAdans            

lesMSNs D2,labaissed’activitéPKAn’entraînepasladéphosphorylationdubiosenseur             
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AKAR. PuisqueAKAR estdéphosphoryléparlaphosphatasePP1,unestimulation           

dopaminergiquecourteneproduirad’effetsurcedernierquesilabaissed’activitéPKAest               

suffisamentlongue(plusieursminutes)pourpermettreladéphosphorylationdurésiduT34de            

laDARPP32,etladésinhibitionsubséquentedePP1.Orlemodèle​insilicoutilisépournotre                

étudeindiquequeladésinhibitiondePP1danslesMSNsdetypeD2estparticulièrement               

lente,dueàunedéphosphorylationmoindredeDARPP-32.Celaestenaccordavecplusieurs              

observationsrapportantunplusgranddegrédephosphorylationdelaDARPP-32dansles             

MSNs detypeD2encomparaisonàceuxdutypeD1(Nishietal.,2008).Deplus,cette                  

différenceexpliquecertainementcommentlaPKAparvientàphosphorylerefficacementdans           

lesMSNsD2desciblestellesquelesrécepteursGABA​A(Janssenetal.,2009)oulaprotéine                 

histone H3 (Polito et al., 2015), même pour de faibles élévations en AMPc.  

 

LeseffetsdeladopaminesurlesMSNsD2diffèrentaussisuivantlesniveauxtoniquesen                

dopamine:desfaiblesniveauxendopaminetoniquenemodulentquemodestementla             

signalisationAMPc/PKAalorsquedesniveauxtoniquessuffisammentélevéssuppriment          

l’AMPc.CettecapacitédesMSNs D2 àdétecterdesniveauxtoniquesendopamine             

pourraientpermettreladétectiondesinterruptionsendopamine,souventassociéesaux           

omissionsderécompense.PuisquelesélévationsenAMPcpotentialisentlasynaptogenèse           

danslesMSNs D2(Augustinetal.,2014), l’élévationd’AMPcassociéeauxpausesde              

dopaminepourraitêtreunmécanismeparlequellavoieindirecte(NoGo)desganglionsdela                

baseseraitrenforcée.NéanmoinslerécepteurD​2étantcoupléauxprotéinesG​i/o​,soneffetsur               

l’AMPcdépenddefaçoncritiquedel’activitéd’autresrécepteursfonctionnelscouplésaux            

protéinesG​olf​:enl'absenced’activitédeG​olf​,nilesélévationsendopamine,niles               

interruptionsne peuvent affecter l’AMPcdans lesMSNs D2. Enfin d’autres           

neuromodulateursdanslestriatumpeuventvoirleursniveauxvarierdefaçondynamique,en             

particulierl’adénosine,quidanslesMSNsD2activelerécepteurA2A,coupléàlaprotéine               

G​olf​(CechovaetVenton,2008;SimsetDale,2014;Nguyenetal.,2014).Mieuxconnaîtreles                

tenantsphysiologiquesdecesdifférentssignauxneuromodulateurspourraitpermettreune          

meilleure description des réponses des MSNs D2 à la dopamine. 

 

Malgré debellesavancéessurlacompréhensionducircuitdesganglionsdelabase,des               

précisionsdeplusenplusnombreuses,uncertainnombredecontroversespersistent.Alors             
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quelemodèleclassiqueproposeunrôleopposéauxmodesdesignalisationphasiqueet              

toniqueparladopamine,etdemêmepourlesactivitésdesvoiesdirecteetindirectedans                

l'exécutiondesprogrammesmoteurs,denouveauxmodèlesdécriventuneintégrationplus           

complexeoùl’aspecttemporeldessignauxestessentiel(ArbuthnottetWickens, 2007;            

Nambu,2008;Cuietal.,2013;MatsumotoetHikosaka,2009).Nosdonnéessoulignentun              

niveaudecomplexitéadditionnelàl’échellepost-synaptique,oùunstimuluspeutaboutirà             

différentsschémasd’intégrationdansleneuronecible.AuseindelafamilleD​2​-like,le              

récepteurD​3​,quiprésenteuneaffinitéencoreplusimportantepourladopamine,pourrait             

changerlesmodes dedétectionspécifiquementdanslesrégionsventralesdustriatum            

(Sokoloffetal.,1990;SokoloffetLeFoll,2017).Deplus,ilseraitintéressantd’étudierla                

réponsed’autresvoiesdesignalisationenparallèleàlavoiecanoniqueAMPc/PKA,qui             

pourraientaussiêtresensiblesauxdifférentsmotifsdesignalisationparladopamine.En             

particulierlesrécepteursàladopaminesontaussicouplésàlavoieβ-arrestine/Akt/GSK3β,             

quiareçubeaucoupd’attentioncesdernierstempspoursonhypothétiquelienavec             

l’efficacitécliniquedesantipsychotiques(Beaulieuetal.,2005;Del'Guidiceetal.,2011;            

Beaulieuetal.,2015;Brustetal.,2015).Lacapacitédetellesvoiesdesignalisationà                

distinguerlesmodestoniqueouphasiquedelasignalisationparladopamineresteàpréciser.               

Enfin,desdifférenceslocalesauniveaudelasignalisationàl’échelledusubcellulaire             

peuventaussiajouteruncransupplémentairedecomplexité,parexemplelesfacteurs            

purement géométriques (compartimentation,rapportssurface/volume)jouentunrôle        

importantdansladynamiqued’intégrationdusignal(Nevesetal.,2008;Castroetal.,2010;               

Gervasi et al., 2010; Li et al., 2015; Maiellaro et al., 2016). 

 

IlsemblequelessystèmesdesignalisationD1/D2fluctuent​invivosousl’influencedes              

changementscontinusendopamine,adénosineetacétylcholine(Threlfelletal.,2010,2012;            

Nairetal.,2015),sérotonine(Tanakaetal.,2007),ouenmonoxyded’azote(Threlfellet               

West, 2013;Politoetal.,2013).NotremodèledépeintlesystèmeD2commeunsystème               

comprisentredifférentscomportementsdedétection:deschangementsmodestesdansles            

niveauxdecesneuromodulateurs,enpoussantlesMSNs D2versunmode détecteur             

d’élévationsoudesniveauxtoniquespourraientgénérerdesdifférencesprofondesdansla            

réponsesdesMSNsàladopamine.PuisquelasignalisationAMPc/PKAestimportantepour             

lapotentiationdessynapsescorticostriatales,cesrésultatssoutiennentlapossibilitéquela            
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perceptionderécompensesinattenduesrenforcelesréponsesdesneuronesdelavoiedirecte             

(MSNsdetypeD1),alorsquel’omissiond’unerécompenserenforcelesréponsesdelavoie               

indirecte(MSNsdetypeD2), enaccordavecunehypothèsedéjàformuléesurles              

mécanismes de l’apprentissage par renforcement (Maia et Franck, 2011). 

 

2:IntégrationdusignalPKAnucléairedanslesMSNsD1:unmécanismedecontrôle                

positif qui facilite l’intégration des signaux dopaminergiques  

LaPKAdanslesneuronesestconnuepoursonimportancedanslarégulationdel’expression               

génique(CohenetGreenberg,2008),maislesspécificitésdesasignalisationdanslenoyau              

desneuronesstriatauxrestentpeudocumentées(MatamalesetGirault,2011).Notreéquipe            

avaitdéjàobservéquelasignalisationPKAétaittrèssensibledanslecytosoldesMSNs               

(Castroetal.,2013),enparticulierauxstimulidopaminergiquestransitoires.Dansla            

continuitédecespremierstravaux,nousavonsaussimontré,utilisantunbiosenseurAKAR             

adresséaunoyau,quecettesensibilitéseretrouvaitaugmentéeàl’échelledessignauxPKA              

nucléaires.Lesrésultatsdudeuxièmearticlemontrentquelastimulationtransitoiredes            

récepteursD​1striatauxdéclenchedanslenoyaudesélévationsultra-sensiblesduniveaudes             

phosphorylationsmédiéesparlaPKA.Notamment,pourlamêmeduréeetintensitéde             

stimulationdesrécepteurs(décageagededopamine),l’amplitudedesréponsesPKA          

nucléairesencomparaisonauxréponsescytosoliquesestencoreplusimportante.Parailleurs            

cesstimuliinduisentefficacementlatransductiondugèneprécocec-fos,commelefontles              

drogues d’abus (Graybiel et al., 1990; Harlan et Garcia, 1998). 

 

Enapportantencoreunefoisdesdonnéesdemodélisationànosdonnéesd’imagerie,nous              

avonsdécritl’existencedanscesneuronesd’unmécanismedecontrôlepositifdessignaux             

PKA nucléaires,quidéplacel’équilibredesphosphorylations/déphosphorylationsvia        

l’inhibitiondesphosphatases;laprotéineDARPP-32(inhibiteurendogènedelaphosphatase           

PP-1) étant présentée comme possible candidat de ce mécanisme. 

 

L’activitéPKAnucléairereflètegénéralementlesignalPKAcytosolique,progressivement          

atténuéenamplitudeetenduréeaufuretàmesuredesaprogressiondelamembrane                 

plasmiqueverslecytosol,puisducytosolverslenoyau.C’estunschémaobservédansde                

nombreuxtypescellulaires,commelesfibroblastesoulescardiomyocytes(Hagiwaraetal.,            
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1993;Harootunianetal.,1993;DiPilatoetal.,2004;HajSlimaneetal.,2014;Sampleetal.,                 

2012;Yang etal.,2014).Cependant lasignalisationdanslesneuronesprésentela             

particularitéd’êtrefortementcompartimentée,notammentdansdesdomainessubcellulaires         

commelesdendritesoulesterminaisonsaxonales(CalebiroetMaiellaro,2014;Gervasiet             

al.,2010;Maiellaroetal.,2016).LatransductiondessignauxAMPcdesdendritesversle               

noyaudesMSNs suitdesrèglescomplexes,fonctionnonmonotonedécroissantedela             

distanceaucorpscellulaire(Lietal.,2015).Cependantdanslesneuronesducortexetdu                

thalamus,latransductiondessignauxneuromodulateursdepuislecytosolverslenoyau            

procèdesuivantlarèglegénéraledediffusionlente(Gervasietal.,2007;Huetal.,2011).                

Dansnotreétude,lesneuronesducortexsemblentaussirépondreàceschémaclassiquede               

transduction,enproduisantdesréponsesPKAnucléaireslentesetgraduellessuiteàla             

stimulationdesrécepteursD​1​.Cependantlesneuronesdustriatumsedémarquentclairement            

deceschéma,enproduisantdesréponsesPKAnucléairesrobustes,résultantpourtantde             

réponsesPKAcytosoliquesmodestes. CessignauxPKAnucléairesdanslesMSNs se            

distinguentparleurlatence (environ120secondes)etleurdémarrageabruptaprèsla             

stimulationdesrécepteursD​1​.LacinétiquedelaréponsePKAnucléairestriatale,si             

particulière,estobservéepourdifférentesmodalitésdestimulation,e.g.stimulationdes           

récepteursD​1ouA​2A​,applicationsdeforskoline,décageaged’AMPc,soulignantquecette            

caractéristiqueestunepropriétéintrinsèquedel’intégrationdusignalcytonucléairedansle            

striatum,indépendammentdel’originedusignal.Lanon-linéaritédelaréponsenucléaire            

striataleestsingulièreparunautreaspect:lesstimulationscontinuesdurécepteurD​1parde                

faiblesdosesd’unagonisteproduisentdansl’ensembledesréponsesPKAnucléairesdeprofil             

“tout-ou-rien”,c’est-à-diresoitabsentes,soitd’amplitudemaximale.Cecicontrasteavecles           

neuronesducortexpréfrontaletautrestypesneuronaux,oùlesaugmentationsd’AMPcse             

traduisentenrevanchepardesréponsesPKAnucléairesgraduelles(Gervasietal.,2007;Hu              

etal.,2011).Alorsquelesneuronesstriatauxpossèdentdescaractéristiqueslesrendant             

capablesderépondreavecunegrandeefficacitéauxstimulidopaminergiquestransitoires           

danslecytosol(Castroetal.,2013;Yapoetal.,2017),nousavonsillustréuneautre                

spécificitédesMSNs,endécrivantl’existenced’unmécanismed’intégrationquipotentieles            

réponsesnucléaires,enparticulierlesréponsesàladopamine,soulignantencoreunefoisla              

spécificitédesMSNs striatauxvis-à-visdeleursensibilitéauxsignauxneuromodulateurs           

brefs. 
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Nosexpériencesetsimulationsdemodélisationsoulignentl’importancedelabalanceentre            

lesactivitésPKAetphosphatasesdanslarégulationdesniveauxdephosphorylations            

(activitéPKAnette):danslecortex,unefaibleactivitéPKA(voireunefaibleexpression)               

associéeàdesactivitésphosphatasestoniquesnonnullesempêchentlaproductionde            

réponsesPKAnucléaires,alorsquedanslestriatum(neuronesD1),desniveaux/activitésde             

PKAetphosphatasesplusimportants,associésàunmécanismeinhibantl’activitédes            

phosphatasessemblentêtreresponsablesdesréponsesstriatalesobservées.Notremodèleest           

supportépardifférentsrésultatsd’étudesmontrantquelestriatumexprimedesniveauxde             

PKAplusélevésquelecortexetautresrégionscérébrales(Ventraetal.,1996;Brandonetal.,                 

1998; Ilouz et al., 2017), y compris par nos données d’immunohistochimie. 

 

LaphosphatasePP1αestprésenteengrandequantitédanslesMSNs, ycomprisdansle               

noyau(Ouimetetal.,1995).Pourproduiredesréponsesnucléairesefficaces,cesniveauxde              

PP1doiventêtreinhibés,suivantunmécanismesollicitantlaPKA.LaprotéineDARPP-32,             

ensaqualitéd’inhibiteurdePP1,estlecandidatnaturellementdésignéparnosexpériences              

demodélisationpouvantexercercecontrôlesurlesréponsesPKAnucléaires(Fienbergetal.,              

1998;Hemmingset.al,1984;Sveningssonetal.,2004).Dansdestravauxprécédents,nous              

avonsobservéquelesneuronesstriatauxproduisaientdesréponsesAMPc/PKAcytosoliques           

rapides,robustes,etdurablessuiteàlastimulationtransitoiresdesrécepteursD​1​.L’inhibition             

de l’activitéphosphatase PP1 exercé par DARPP-32 contribue beaucoup à la           

sensibilité/amplitudedesréponsesstriatales(Castroetal.,2013).Depluslaprotéine            

DARPP-32peutvéhiculerlesinformationsdepuislecytosolverslenoyau,oùellecontribue              

àl’amplificationdesinductionsdegènesparlesdroguesviainhibitiondel’activitéPP1              

(Stipanovichetal.,2008).Plusd’expériencessontrequisespourclairementdémontrerla            

contributiondeDARPP-32danslafonctiondeswitch“tout-ou-rien” décritedansnotre            

étude.C’estdoncl’ensemblehautsniveauxdeprotéineetd’activitéPKA,uneforte             

expressiondelaphosphataseaveclaprésenced’uninhibiteurdephosphatasecomme            

DARPP-32,quipermetuncontrôlepositifdesréponsesPKAnucléaires,unecinétique            

d’élévation rapide, et un profil de réponse tout-ou-rien. 

 

94 

 



Certainessous-unitésdelaPKAsontparfoislocaliséesdanslenoyau,àl’instardela               

sous-unitéRIβ danslescellulesdePurkinjeducerveletoudanslesinterneurones             

hippocampiques(Ilouzetal.,2017).Unepré-localisationdelaPKAdanslecompartiment             

nucléairepourraitexpliquerlavitesseanormalementélevéedesréponsesPKAnucléaires           

observéesdanslestriatum,suiteàlapropagationdessignauxAMPccytosoliques.Cependant             

laréponsenucléaireretardéequel’onobservedanslesneuronesstriatauxn’estpasentotal               

accordaveccettehypothèsepuisquel’AMPc,capabledediffuserrapidementàtraversles             

poresnucléaires(Sampleetal.,2012),devraitentraînerl’apparitionderéponsesnucléaires            

immédiates,commecellesproduitesdanslecytosol.Deplusmêmeavecledécageage             

d’AMPcàtraverslacellule(noyaucompris)lesréponsesPKAnucléairessontproduitesavec              

unecinétiquedemontéequidemeureretardée,infirmantl’hypothèsed’unpoolnucléairede             

PKAstriatale.Néanmoins,laPKAdoitêtrelocaliséeàproximitédunoyau,etlasous-unité               

RIIβdelaPKA,quiprédominedanslesneuronesstriatauxetcorticaux,favorisela              

translocationdessignauxintracellulairesverslenoyau(Cassanoetal.,1996;Paolilloetal.,              

1999).L’interactiondessous-unitésrégulatricesdelaPKAaveclesprotéinesd’ancragedela              

protéinekinaseA(AKAPs)danslecorpscellulaireestégalementdécriteimportantedans             

l’amplificationdusignalPKAverslenoyau(Cassanoetal.,1996;Dodge-KafkaetKapiloff,              

2006; Feliciello et al., 1997; Friedrich et al., 2010; Paolillo et al., 1999). 

 

Notreapprochecombinéed’imagerieaveclamodélisationsouligneaussiuneautrepropriété            

souventnégligéedelatransductioncyto-nucléaire:silatranslocationdelaPKAducytosol               

verslenoyaudépendaituniquementd’unprocessusdediffusionpassive,lamontéedusignal              

danslenoyaudevraitsesuperposeràunecourbeexponentielle,alorsquenosdonnées              

d’imagerieavecAKAR2-NLSrapportentunemontéedetypesigmoïdale.Pourquelemodèle             

insilicopuissereproduirelesobservationsexpérimentales,nousavonsformuléune           

hypothèseselonlaquellel’activationdelaPKAfaciliteraitlatranslocationdessous-unités            

catalytiquesverslenoyau.Eneffetlesréactionsdephosphorylationpeuventfaciliterle             

transportnucléairedenombreusesprotéines(Christieetal.,2016),commeparexemplela             

protéineERK(MishraetParnaik,1995;Shindoetal.,2016).Nosdonnéessuggèrentcette              

hypothèse pour la transduction cytonucléaire du signal PKA dans le striatum. 
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Dansl’ensemble,nosobservationssontenaccordavecl’idéequelatransductiondusignal              

depuislecytosolverslenoyauestessentiellementlimitéeparladiffusionpassivedes              

sous-unitéscatalytiquesdelaPKAàtraversl’enveloppenucléaire,commerapportédansde             

nombreuxsystèmescellulaires,neuronauxouautres(Meinkothetal.,1990;Harootunianet            

al.,1993;Gervasietal.,2007;Martinetal.,2007;HajSlimaneetal.,2014;Sampleetal.,                  

2012;Yangetal.,2014).Notreétudesuggèrequepourlesneuronesstriatauxladynamique               

d’intégrationestdifférente:unediffusionfacilitéedelaPKAverslenoyau,etenparallèleun                 

contrôle“doublementnégatif”vialaDARPP-32etlaPP1,leurconfèredespropriétés             

d’intégrationnonlinéairesetrares,probablementàl’origineducomportementtout-ou-rien           

desréponsesPKAnucléaires.Nouspensonsquecetteparticularitéjoueunrôledéterminant             

dansladétectiondeschangementsdeniveauxextracellulairesendopamine,affectésparles             

différentsmodesdedépolarisationdesneuronesdopaminergiques,etparlaprisededrogues             

pouvantaugmenterdefaçonsoutenueetdurablelesniveauxdedopamine,commelacocaïne              

oulesamphétamines(Hartetal.,2014;Heienetal.,2005;Howeetal.,2013).Avecleur                 

sensibilitéaccrueetleurprofilderéponsetout-ou-rien,lesneuronesdustriatumpeuventau              

niveaunucléairefiltrer/seuillerlessignauxafférents,rejetantparexemplelesfluctuations           

brèves des niveauxtoniquesendopamine,mais répondantfortementauxsignaux           

dopaminergiquesallantd’unedizainedesecondesàplusieurscentainesdesecondes;un            

mécanisme probablementsollicitédanslesprocessusd’apprentissagemotivé parla          

récompense.Lesneuronesstriataux,équipésd’ungrandnombredeprotéinesdesignalisation            

uniquestellesqueG​olf​,AC5,PDE10,DARPP-32,possèdentainsiunecapacitédefiltragequi              

binariselesréponsesàladopamineviadesmécanismesd’intégrationnonlinéaires,en             

contrasteaveclesneuronesducortexquieuxapparaissentêtredesintégrateurslinéaires             

d’unevariétédesignauxneuromodulateurs,produisantdesréponsescytosoliqueset          

nucléaires très graduelles. 

 

3 : Devenir des propriétés intégratives des MSNs en pathologie 

NosdeuxpremièresétudessoulignentcommentlesneuronesD1etD2dustriatum,cible              

majeuredeladopaminedanslecerveau,sontcapablesdetraiterdefaçontoutàfaitsingulière                 

lesdifférentsmodesdesignalisationparladopamine,enparticulierceluiimpliquédans             

l’apprentissagemotivéparlarécompense(Yapoetal.,2017;Yapoetal.,2018).Nosrésultats               

montrentenparticulierquelabalanceentrelesactivitéskinases/phosphatasesenavaldes             
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récepteursD​1ouD​2striatauxréguledeuxaspectsclésdel’intégrationdusignalauseindu                

neurone:laconversiondessignauxAMPcendessignauxPKAefficaces,permettantpar              

exemplederégulerl’activitéélectriquedesneuronessurdeséchellesdetempscourtes,puis              

leurpropagationefficaceducytosolverslenoyau,làoùestinitiéelamiseenplacedes                 

adaptationsaulongcours.Cettebalancedynamiquepourraitégalementjouerunrôlecritique             

enpathologie.Parexemplelesdroguesd’abusetlathérapieàlaL-DOPAdupatient               

parkinsonien,quiélèventdefaçonanormalelesconcentrationsextracellulairesendopamine,           

activentfortementdanslesMSNsdesciblesnucléairesresponsablesdudéveloppementau            

longcoursdescomportementsdedépendanceoudesdyskinésiesinduitesparlaL-DOPA             

(Cerovicetal.,2013;Girault,2012).Ilseraitintéressantdevoirsilemécanismede“contrôle                

enavant”dessignauxPKAnucléairesquenousavonsdécritdanslesMSNscontribueaussià                

l’action délétère de ces substances dopaminomimétiques. 

 

QuiddespropriétésintégrativesdesMSNsdanslamaladiedeParkinson,lorsquelestriatum              

doitfairefaceàunedéplétionchroniqueendopamine(HornykiewiczetKish,1987;             

Hornykiewicz,2001,2017)?Laplupartdesmodèlespathophysiologiquesetmétaboliquesde            

lamaladiedeParkinsonindiquentl’apparitiond’undéséquilibreentrelesactivitésdesvoies             

directeetindirecteducircuitdesganglionsdelabase:lavoieindirectedevient               

fonctionnellementhyperactive,alorsquelavoiedirectedevienthypoactive(Albinetal.,            

1989;Freezeetal.,2013;NelsonetKreitzer,2014).Additionnellement,plusieursadaptations            

cellulaires,affectantlamorphologie(Dayetal.,2006;Zhangetal.,2013),l’excitabilitéetla               

plasticitésynaptique(Dayetal.,2008;Chanetal.,2012;Picconietal.,2003;Fieblingeret                

al.,2014;Thieleetal.,2014),maisaussilasignalisationintracellulairedesMSNs sont              

décrites.​Lestravauxmenés pendantlathèsechezlasourisparkinsonienne(résultats            

préliminaires,article3)ontpermisderetrouveruncertainnombred’altérationsdéjàdécrites             

danslalittérature,enparticulierl’hypersensibilitédesneuronesD1àladopamine,une             

altérationquicontribueàl’émergencedesdyskinésiesinduitesparlaL-DOPA(Calabresiet             

al.,2008),etdontnousavonscaractérisélaconséquencefonctionnellesurl’intégrationdes             

stimulidopaminergiquestransitoires(intégrationencoreplusefficace).Enfinnousavons          

aussi découvert des adaptations nouvelles, à l’échellede larégulationpar les            

phosphodiestérases,quin’avaientjusqu’alorspaspuêtrerévéléesparlesapprochesde            

biochimieplusclassiques(Giorgietal.,2008,2011;Heimanetal.,2014).Davantagede              
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travauxsontencoreàréaliser,pourprécisernotammentlesimplicationsdirectesdes            

adaptationsque nous avonsrévéléesdans laphysiopathologie de lamaladie, et            

éventuellement tester leur potentiel thérapeutique. 

Conclusion générale et perspectives 

Ladopamineréguledefaçoncritiquel’activiténeuronaledansdifférentesrégionsducerveau             

etdesdysfonctionnementsdanslasignalisationdopaminergiquesontdécritesdansde           

nombreusesaffectionsduSNCcommelaschizophrénieoulamaladiedeParkinson.Dansle              

striatum,ladopaminejoueunrôleparticulierdemarqueur temporeld’unévénement            

important,mécanismeàlabasedel’apprentissagebasésurlarécompense.Destravaux             

précédentsdel’équipeindiquaientlasensibilitéparticulièredessignauxPKAcytosoliques           

danslesneuronesdetypeD1auxstimulidopaminergiquestransitoirestelsceuxassociésaux              

récompenses(Castroetal.,2013):montravaildethèses’estinscritdanslacontinuitédeces                 

travaux,etanotammentdécryptélespropriétésintégrativescomplexesdelaréponseàla              

dopaminedansuncontextephysiologiquepertinent,dupointdevuecellulaire.J’aimontré             

quelesneuronesD2sontaussisensiblesquelesneuronesD1àdessignauxdopaminergiques               

élevésettransitoires,maisl’effetenavalsurlaphosphorylationdesciblesdelaPKAest                

contrôléparlaprotéineDARPP-32quiinhibel’actiondelaphosphatase.Uncontrôleparla               

DARPP-32estégalementresponsabledel’ultra-sensibilitéauxstimulidopaminergiques         

transitoiresobservéedanslecompartimentnucléaire.Cetravailmetainsienévidence            

l’existencedanslestriatumdemécanismes d’intégrationnon-linéaires,opposésaux          

mécanismes derétrocontrôlesouventrencontrésenbiologie,quitendentàfavoriserla            

détection des événement forts et brefs, en lien avec l’apprentissage par les récompenses.  

 

Enrésumé,nostravauxsoulignentquelespropriétésd’intégrationsiparticulièresdesMSNs             

résultentd’unerégulationfinedelabalancekinase/phosphatase,quecesoitparlesniveaux              

d’expressionoularégulationindirectedecesenzymes,àl’instardel’inhibitionmédiéeparla               

protéineDARPP-32surl’activitéphosphatase.Cequel’imagerieapermisdemettreen             

lumière,nousl’avonsimplantédansdesmodèlesnumériquespourdépasserleslimitesdu             

modèle expérimental,enréalisantparexempledesstimulationsplusphysiologiques,          

impossiblesà obtenir autrement, ou encore en simulant des scénarii pouvant           
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récapituler/reproduirenosobservations,etainsiidentifierlesdéterminantsmoléculairesdes          

réponsesquenousavonsmesurées.Ilresteàétudiercommentcespropriétéss’inscriventdans              

desréponsesàd’autresneuromodulateurs,quiontdesprofilsdelibérationdifférentsdela              

dopamine.Plusimportantencore,commentlesspécificitésd’intégrationdusignaldécritesici            

semettentenplacelorsdelacoïncidencedelalibérationdedopamineavecunelibérationde                 

glutamate ou d’acétylcholine par exemple.  

 

Enfin,dansuncontextepathologique,denombreusesadaptationsaffectantlesMSNs           

striatauxontétédécritesmaisleursconséquencesfonctionnellesàl’échelledelasignalisation             

AMPc/PKArestentencoreflouesàcejour.Parexempledansunmodèleparkinsonien,nous              

avonsétudiélesadaptationscellulairesmisesenplaceparlesneuronesD1etD2lorsd’une                

déplétionchroniqueendopamine.Eneffetalorsquel’hypersensibilitéàladopamine            

observéedanslesneuronesD1estenaccordavecuneexpressionplusimportantedes              

protéinesG​olfdanslamaladiedeParkinson(Corvoletal.,2004),montravaildémontrepour               

lapremièrefoisquedesadaptationshoméostatiquessurviennentenavaldurécepteur,            

notammentl’augmentationdesactionsdesphosphodiestérasesdetype2et4.Ilserait             

intéressantdeciblercesPDEsdansuneperspectivethérapeutique:parexemple,est-ceque              

l’inhibitiondelaPDE2permettraitdelimiterlessymptômesparkinsoniensoubienleseffets              

secondairesdeladopathérapie?est-cequ’aucontrairelapriseenchargedeseffets              

secondairesdeladopathérapienécessiteraitplutôtl’activationdelaPDE2?Desquestions             

quipourraientêtreétudiées,d’autantplusquel’ondisposeàprésentd’inhibiteursspécifiques             

delaPDE2,capablesdepénétrerdanslecerveauaprèsadministrationorale(Redrobeetal.,               

2014,2015;Prickaertsetal.,2017),maisactuellementtestésencliniquepourletraitementde               

la schizophrénie et troubles cognitifs associés. 

  

99 

 









































































 

 

  

135 

 



  

136 

 



Annexes 

● Revue : Physiopathologie de la signalisation AMPc/PKA dans les neurones 

Liliana Castro, ​Cedric Yapo​ et Pierre Vincent 

Biologie Aujourd'hui - Volume 210 / Numéro 4 (2016) 

 

 

 

 

 

 

 

137 

 



Biologie Aujourd’hui,210 (4), 191-203 (2016)
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Ŕesuḿe–La dopamine joue un r̂ole majeur dans diverses fonctions ćeŕebrales comme
la ŕecompense, l’apprentissage, la ŕegulation des comportements moteurs, etc. Des dys-
fonctionnements dans la signalisation dopaminergique sont assocíes ̀adenombreuses
maladies neuropsychiatriques, telles que la schizophŕenie, la toxicomanie ou la maladie
de Parkinson. La dopamine exerce ses effets cellulaires principalement par la modu-
lation de la voie AMPc/PKA qui, dans les neurones, joue un r̂ole essentiel dans la
ŕegulation de nombreuses propríet́es cellulaires comme la croissance axonale, l’efficacit́e
de la transmission synaptique, ou encore l’excitabilit́eetlaplasticit́eneuronale.Cette
cascade de signalisation est confińee dans des domaines subcellulaires sṕecifiques ainsi
que sur une ́echelle de temps pŕecise. Le d́eveloppement de biosenseurs optiques cod́es
ǵeńetiquement pour mesurer l’AMPc ou l’activit́ePKAaconsid́erablement aḿelioŕe
notre compŕehension de ces processus dans les neurones vivants : ils permettent un
suivi des cascades de signalisation, avec une ŕesolution temporelle de quelques se-
condes, ̀al’́echelle cellulaire et m̂eme subcellulaire. Dans cette revue, nous d́ecrivons
des donńees ŕecentes qui mettent en ́evidence les caract́eristiques spatiales et tempo-
relles de la cascade AMPc/PKA lors de l’int́egration de signaux neuromodulateurs,
en particulier par la dopamine. L’imageriede biosenseurs, en fournissant une haute
ŕesolution de lecture de ces ́ev́enements, ́emerge aujourd’hui comme un outil de pointe
pour d́ecrypter les ḿecanismes subtils de la signalisation intracellulaire.

Mots cĺes :Prot́eine kinase A / AMP cyclique / phosphodiest́erases / imagerie de biosenseurs /
dopamine

Abstract –Physiopathology of cAMP/PKA signaling in neurons.

Cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and the cyclic-AMP dependent protein ki-
nase (PKA) regulate a plethora of cellular functions in virtually all eukaryotic cells.
In neurons, the cAMP/PKA signaling cascade controls a number of biological prop-
erties such as axonal growth, synaptic transmission, regulation of excitability or long
term changes in the nucleus. Genetically-encoded optical biosensors for cAMP or PKA
considerably improved our understanding of these processes by providing a real-time
measurement in living neurons. In this review, we describe the recent progresses made
in the creation of biosensors for cAMP or PKA activity. These biosensors revealed
profound differences in the amplitude of the cAMP signal evoked by neuromodula-
tors between various neuronal preparations. These responses can be resolved at the
level of individual neurons, also revealing differences related to the neuronal type.
At the subcellular level, biosensors reported different signal dynamics in domains like
dendrites, cell body, nucleus and axon. Combining this imaging approach with phar-
macology or genetical models points at phosphodiesterases and phosphatases as critical
regulatory proteins. Biosensor imaging will certainly help understand the mechanism
of action of current drugs as well as help in devising novel therapeutic strategies for
neuropsychiatric diseases.

Key words: Protein kinase A / cyclic AMP / phosphodiesterases / biosensor imaging / dopamine
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Abŕeviations

AC ad́enylyl cyclase
AMPc ad́enosine monophosphate cyclique
AKAR senseur de l’activit́ePKA
AKAP prot́eine d’ancrage de la PKA
C sous-unit́ecatalytiquedelaPKA
CFP Cyan Fluorescent Protein
CNG canaux activ́es par les nucĺeotides

cycliques
CREB facteur de transcription ŕeguĺepar

l’AMPc
DARPP-32 Dopamine- and cAMP-regulated

phosphoprotein
Epac prot́eine d’́echange directement activ́ee

par l’AMPc
FRET transfert d’́energie par ŕesonance de

type F̈orster
GCs guanylyl cyclase soluble
Gi prot́eine G inhibitrice
Gs prot́eine G stimulatrice
HCN canaux activ́es par hyperpolarisation et

par les nucĺeotides cycliques
NO oxyde nitrique
PDE phosphodiest́erase
PKA prot́eine kinase A
PKG prot́eine kinase d́ependante du GMPc
PP1 prot́eine phosphatase de type 1
R sous-unit́ecatalytiquedelaPKA
YFP Yel low Fluorescent Protein

Introduction

L’ad́enosine monophosphatecyclique (AMPc) et la
prot́eine kinase A (PKA) sont impliqúees dans pra-
tiquement tous les processusphysiologiques.Lasti-
mulation de certains ŕecepteurs coupĺes aux prot́eines
Gconduit àl’activationdeprot́eines stimulatrices
(Gs) ou inhibitrices (Gi), qui ̀aleurtour modulent
l’activit́edesad́enylyl cyclases (AC) et la production
d’AMPc. L’AMPc affecte diff́erents types d’effecteurs
en aval, comme des canaux activ́es par les nucĺeotides
cycliques (CNG) (Craven & Zagotta,2006), les ca-
naux cationiques activ́es par l’hyperpolarisation de
la famille Ih (Kaupp & Seifert,2001), la prot́eine
d’́echange directement activ́ee par l’AMPc (Epac)
(Gloerich & Bos,2010), ou encore la prot́eine ki-
nase AMPc-d́ependante ou prot́eine kinase A (PKA)
(Tayloret al.,1990;Tasken&Aandahl,2004).
La PKA est un t́etram̀ere constitúededeuxsous-

unit́es ŕegulatrices (R) et de deux sous-unit́es cataly-
tiques (C). Lors de la fixation de l’AMPc ̀alaPKA,
les sous-unit́es C se dissocient des sous-unit́es R, et
phosphorylent une multitude de prot́eines cibles. Le si-
gnal AMPc/PKA, comme beaucoup d’autres signaux

cellulaires, a lieu dans l’espace complexe de la cel-
lule vivante. Dans la dimension temporelle, le signal
AMPc/PKA augmente ̀alasuited’unstimulusneu-
romodulateur, puis diminue au fil du temps lorsque
le stimulus cesse et/ou lorsque des ḿecanismes de
ŕetroaction ram̀enent ce dernier vers le niveau de base.
La dimension spatiale joue ́egalement un r̂ole impor-
tant car la concentration en moĺecules de signalisation
diminue avec la distance : l’AMPc diffuse dans le vo-
lume cytosolique tout en ́etant d́egrad́eparlesphos-
phodiest́erases, des processus classiquement mod́eliśes
par des ́equations de ŕeaction-diffusion. Les inter-
actions prot́eine-prot́eine, telles que celles ḿedíees
par des prot́eines d’ancrage comme les AKAP, main-
tiennent ̀aproximit́etouslespartenairesdelacas-
cade de signalisation au sein de✭✭microdomaines de
signalisation✮✮(Bockaertet al.,2010;Tayloret al.,
2012;Scottet al.,2013). En plus de ces facteurs, la
ǵeoḿetrie de la cellule peut affecter l’int́egration du
signal, avec un rapport surface/volume ́elev́efavori-
sant l’accumulation d’AMPc et l’activation forte de
la PKA dans des domaines cellulaires de petite taille
(Neveset al.,2008). Ces caract́eristiques temporelles
et spatiales de l’int́egration des signaux neuromodu-
lateurs sont particulìerement critiques dans le cas des
neurones : ces cellules pŕesentent des domaines mor-
phologiques complexes tels que l’arbre dendritique, les
épines, le corps cellulaire, les axones. . . chacun dot́ede
fonctions sṕecifiques. Des ḿethodologies telles que les
biosenseurs optiques cod́es ǵeńetiquement permettent
ainsi d’analyser les dimensions temporelles et spatiales
de l’int́egration d’un signal neuromodulateur dans un
neurone (Zhanget al.,2002;Miyawaki,2003).
De nombreux biosenseurs ont ét́ecŕées pour

diff́erents signaux biologiques (Lalondeet al.,2005;
Van Engelenburg & Palmer, 2008; Carlson &
Campbell,2009;Morris,2010;Sipieteret al.,2013),
certains d’entre eux ́etant coņcus plus sṕecifiquement
pour des applications dans les neurosciences, comme
les biosenseurs pour la mesure du calcium intracellu-
laire ou du potentiel de membrane (Knopfel,2012;
Looger & Griesbeck,2012)ouencoredesbiosenseurs
sensibles au glutamate (Okumotoet al.,2005;Dulla
et al.,2008;Hireset al.,2008; Marvinet al.,2013).
Dans ce domaine en pleine expansion, cette revue se
concentre sṕecifiquement sur la cascade de signalisa-
tion AMPc/PKA dans les neurones.

Biosenseurs FRET pour ́evaluer les signaux
AMPc ou PKA

L’utilisation d’approches biochimiques telles que le
dosage radio-immunologique permet la mesure des
concentrations d’AMPc totaux ou des activit́es ki-
nases dans des tissus ou des homoǵenats de cellules.
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AMPc

Fig. 1.Biosenseurs FRET pour l’AMPc et la PKA. A) Biosenseur EpaSH150,sondeAMPcconstitúee du domaine de
fixation ̀al’AMPcdelaprot́eine Epac1, d’un fluorophore donneur, la mTurquoise2, et d’un fluorophore accepteur, la
cp174Citrine. La fixation d’une moĺecule d’AMPc au domaine senseur de la sonde EpacSH150occasionne l’́eloignement
des deux fluorophores, et une diminution du transfert d’́energie entre les deux fluorophores. B) AKAR3, sonde PKA
constitúee d’un domaine substrat de la PKA, d’un domaine de reconnaissance des acides amińes phosphoryĺes (le domaine
FHA,Forkhead-associated domain), d’un fluorophore donneur, la CFP, et d’un fluorophore accepteur, la cpVenus. La
phosphorylation par la PKA du ŕesidu thŕeonine inclus dans le domaine senseur de la sonde AKAR3 occasionne le
rapprochement des deux fluorophores, et une augmentation du transfert d’́energie entre eux. L’augmentation du rapport
de fluorescence accepteur/donneur (ratio F535/F480) refl̀ete l’́equilibre entre l’activit́edephosphorylationparlaPKA
et de d́ephosphorylation par les phosphatases.

Bien que tr̀es sṕecifiques et sensibles, ces approches
ńecessitent de grandes quantit́es de cellules ou de
tissu, ce qui rend impossible d’analyser en temps ŕeel
et dans des domaines subcellulaires la dynamique de
ces ́ev́enements. Les canaux ioniques sensibles aux
nucĺeotides cycliques comme les canaux activ́es par
les nucĺeotides cycliques (CNG et HCN) (Craven &
Zagotta,2006)fournissentunmoyendesuivrelesva-
riations de concentrationenAMPcavecuneexcel-
lente ŕesolution temporelle, gr̂ace ̀adesenregistre-
ments ́electrophysiologiques.Deplus,lescanauxCNG
ont ́et́emodifíes pour aḿeliorer leur sensibilit́epour
l’AMPc (Richet al.,2001b) et cette approche a fourni
des informations importantes au sujet de la compar-
timentation sous-membranaire du signal AMPc (Rich
et al.,2001a). L’utilisation de ces canaux est cepen-

dant difficile dans les neurones òuleurexpressionse-
rait susceptible de perturber l’excitabilit́eenprovo-
quant une entŕee de calcium, et lesenregistrements
électrophysiologiques ne fournissent aucune informa-
tion spatiale. Le d́eveloppement de biosenseurs FRET
apermisdesurmonterceslimites en rendant possible
la visualisation des fluctuations AMPc ou PKA dans
des cellules individuelles, avec une haute ŕesolution
spatiale et temporelle.
Les biosenseurs baśes sur le principe de FRET

(transfert d’́energie par ŕesonance de type F̈orster)
sont constitúes d’un domaine sensible au signal biolo-
gique d’int́er̂et dispośeentreunepairedefluorophores,
le donneur et l’accepteur (Figure1). Le FRET est
le processus physique par lequel l’́energie d’un fluoro-
phore excit́e(ledonneur)esttransf́eŕee par ŕesonance
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àunfluorophorevoisin(l’accepteur). Ce ph́enom̀ene
d́epend fortement de la distance et/ou de l’orienta-
tion relative entre le donneur et l’accepteur (Wouters
et al.,2001;Jares-Erijman&Jovin,2003). Dans un
biosenseur FRET, le signal biologique, par exemple
l’AMPc, d́eclenche un changement de conformation
du domaine sensible, ce qui modifie l’efficacit́ede
FRET entre donneur et accepteur, conduisant ̀ades
changements de leurs intensit́es (ou duŕee de vie) de
fluorescence. Ces variations dans les propríet́es de fluo-
rescence sont mesurables en temps ŕeel par microsco-
pie optique sur des cellules vivantes exprimant ces
biosenseurs.

Certaines limitations de l’imagerie de biosenseurs
comprennent la sensibilit́eàlaphotodestructiondes
fluorophores, le pH et la temṕerature, et il est donc
souhaitable d’utiliser les fluorophores les plus brillants
et les plus stables. Ainsi, profitant du fluorophore don-
neur Turquoise d́eriv́edelaCFPetutilisantlesque-
lette de la prot́eine Epac1, le biosenseurTEpacVV

pŕesente une photostabilit́efortementaccrueetun
signal d’amplitude remarquable (Klarenbeeket al.,
2011). L’aḿelioration radicale des propríet́es de bio-
senseur a ouvert de nouvelles possibilit́es, en particu-
lier en neurobiologie (Politoet al.,2013).

Au-del̀adelamesuredirectedesaconcentration,
les effets de l’AMPc sur l’activit́ePKApeuventêtre
étudíes en utilisant un biosenseur de l’activit́ePKAde
type AKAR. Les biosenseurs FRET de type AKAR
sont compośes d’un domaine qui se lie sur les peptides
phosphoryĺes et d’un substrat sṕecifique de la PKA,
l’ensemble ́etant plaćeentrelesfluorophoresdetype
CFP et YFP : lorsque le domaine substrat est phos-
phoryĺeparlaPKA,ledomainedereconnaissancedes
phosphoamino-acides s’y lie, ce qui entrâıne un chan-
gement de conformation, conduisant ̀auneaugmen-
tation de FRET entre la CFP et la YFP. Bien que
commuńement nomḿes✭✭biosenseurs PKA✮✮,ilfaut
garder ̀al’espritqueleniveaudephosphorylationde
ces derniers refl̀ete l’́equilibre entre la phosphorylation
effectúee par PKA d’une part et la d́ephosphorylation
effectúee par les phosphatases d’autre part.

Apr̀es la premìere preuve de concept de AKAR1,
qui manquait de ŕeversibilit́e(Zhanget al.,2001),
AKAR2 fut un rapporteur efficace (Zhanget al.,
2005), et a ́et́eremplaćerapidementparAKAR3,dans
lequel l’accepteur a ́et́esubstitúeparunecitrineper-
mut́ee circulairement (Allen & Zhang,2006). Par la
suite, le changement du donneur par une prot́eine
ćeruĺeenne plus brillante donna naissance ̀aAKAR4
(Depryet al.,2011)tandisquelechangementparune
aquamarine (AqAKARCit) aḿeliora la photostabilit́e
et la ŕesistance au pH (Erardet al.,2013). Ces ́etapes
illustrent le long processus de cŕeation des biosenseurs
qui, gr̂ace au criblage ̀ahautd́ebit, permettent d’obte-
nir des aḿeliorations rationnelles comme l’utilisation

noyau

cytosol

membrane

R
é
p
o
n
s
e 
n
or
m
al
i
s
é
e

Fig. 2.Cińetique et amplitude des ŕeponses PKA ̀ala
membrane, dans le cytosol et dans le noyau dans les neu-
rones thalamiques intralaminaires, ̀alasuitedel’activation
des ŕecepteurs ̀alaśerotonine de type 5-HT7.L’activation
de la PKA ̀alamembraneáet́emesuŕee ̀al’aidedesenre-
gistrements de patch-clamp du courant potassique sensible
àlaPKA.L’activationdelaPKAdanslecytosoletdans
le noyau a ́et́emesuŕee par imagerie ratioḿetrique, en uti-
lisant les biosenseurs AKAR2 et AKAR2-NLS.

de fluorophores plus performants, le tout agŕement́e
de coups de chance occasionnels.
Une strat́egie similaire a ́et́esuiviepoursuivrele

niveau de phosphorylation de la prot́eine CREB, un
facteur de transcription essentiel. CREB est phospho-
ryĺee par la PKA, ainsi que par la kinase d́ependante
de la calmoduline de type IV et par les MAP kinases.
Ce biosenseur, appeĺeICAP,mesureleniveaud’acti-
vation de CREB apr̀es phosphorylation par la PKA
ou par les MAP kinases (Friedrichet al.,2010).

Analyse spatiale du signal AMPc/PKA
dans les neurones

Gr̂ace ̀ala microscopieoptique,l’imageriedebio-
senseurs permet d’acqúerir des donńees dans une di-
mension spatiale bien d́efinie, que ce soit dans des
neurones individualiśes ou dans des compartiments
subcellulaires sṕecifiques.
Des biosenseurs d́eriv́es d’Epac ou de type AKAR

ont d́emontŕequel’int́egration du signal diff̀ere se-
lon le domaine subcellulaire consid́eŕe. Par exemple,
dans les dendrites fins et/ou le compartiment sous-
membranaire, les neuromodulateurs produisent des ef-
fets rapides (< 1 min)etpuissantssurl’excitabi-
lit́edela membrane,conforḿement ̀auncouplage
fonctionnel tr̀es efficace entre les ŕecepteurs, les cy-
clases, la PKA et les canaux cibles. En revanche, le
signal PKA dans le cytosol du corps cellulaire est
plus lent (∼6min)etd’amplitude moindre.Enfin,
le noyau int̀egre ces signaux cytosoliques sur des
ṕeriodes de plusieurs dizaines de minutes (Figure2),
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conforḿement ̀aladiffusionpassivedelasous-unit́e
catalytique de la PKA libre dans le noyau, ce qui
ŕesulte en une modulation graduelle de l’expression
ǵenique (Gervasiet al.,2007).

Des ŕeponses ̀alaforskolineplusrapidesontét́e
observ́ees dans les neurones pyramidaux du cortex
pŕefrontal (60 s), dans les neurones ́epineux moyens
du striatum (25 s) (Castroet al.,2013), et dans les
cellules ganglionnaires de ŕetine (20 s) (Dunnet al.,
2006).

Les neurones striataux, ̀al’inversedelamajorit́e
des autres types cellulaires y compris neuronaux, ont
une capacit́esṕecifique de d́ecoder des signaux do-
paminergiques tr̀es brefs (Castroet al.,2013). Ces
signaux dopaminergiques phasiques ont ́et́e miḿes
par la lib́eration de dopamine ̀apartird’uncompośe
✭✭caǵe✮✮,le(N)-1-(2-Nitroph́enyl)́ethylcarboxy-3,4-
dopamine (NPEC-dopamine), sous l’effet d’un flash
de lumìere ultraviolette, tandis qu’en parall̀ele, l’acti-
vit́ePKÁetait mesuŕee avec la sonde AKAR3. Pour
le cortex et pour le striatum, cette lib́eration quasi-
instantańee de dopamine a induit des augmentations
transitoires du ratio d’́emission d’AKAR3. Cependant,
les ŕeponses globales ont diff́eŕeconsid́erablement
entre les deux ŕegions ćeŕebrales : les neurones cor-
ticaux ont ́et́epeusensiblesàladopamine,alors
que les neurones striataux ont activ́ela PKAde
manìere quasi maximale. Autre fait important, seuls
les neurones striataux ont vu augmenter l’expres-
sion des g̀enesc-fosapr̀es cette stimulation br̀eve,
montrant leur capacit́eàŕepondre tr̀es rapidement
àcestimulusneuromodulateurauniveauǵenique.
De telles diff́erences ont ́et́eassocíees ̀al’expression
diff́erentielle des prot́eines de signalisation comme
les phosphodiest́erases (PDE), les ad́enylyl cyclases,
ou la DARPP-32, qui d́eterminent les propríet́es
int́egratives de chaque neurone (Castroet al.,2013).

Chez la drosophile, l’imagerie de biosenseurs a
ŕev́eĺedesŕeponses diff́erentes ̀aladopamine,̀al’octo-
pamine, ou ̀alaforskolinedansdiff́erents domaines cel-
lulaires (Tomchik & Davis,2009;Gervasiet al.,2010).

Pour comprendre les r̀egles qui d́eterminent la pro-
pagation du signal AMPc depuis les dendrites jusqu’au
noyau, une ́etude a combińemod́elisation informatique
et imagerie de biosenseurs, ce qui a permis d’́etudier
la relation inattendue entre la distance des stimuli par
rapport au corps cellulaire du neurone et l’activation
de la PKA dans son noyau (Liet al.,2015). De manìere
inattendue, l’efficacit́edelaproductiondel’AMPc
pour d́eclencher des ŕeponses nucĺeaires n’est pas une
fonction lińeaire d́ecroissant avec la distance depuis
le corps cellulaire, mais est clairement non lińeaire en
raison de la ǵeoḿetrie dendritique, qui est susceptible
d’amplifier les signaux en aval de l’AMPc et de contre-
balancer les effets de la distance entre le noyau et le
site d’activation.

L’imagerie simultańee des signaux calciques et
AMPc/PKA a ́egalement apport́eunnouveaure-
gard sur l’interaction entre ces deux cascades de si-
gnalisation dans des types cellulaires non neuronaux
varíes (Landaet al.,2005; Harbecket al.,2006;
Willoughby & Cooper, 2006). La m̂eme approche
quantitative appliqúee ̀adesneuronespŕesentant une
activit́espontańee a montŕedesinteractionsdirectes
entre le calcium ṕeriodique et des changements tran-
sitoires d’AMPc. Cela a ́et́eillustŕedanslesneu-
rones de la moelle ́epinìere en d́eveloppement dans
lesquels un signal calcique a d́eclench́edesaugmen-
tations transitoires en AMPc, et ŕeciproquement, les
niveaux d’AMPc ŕegulaient la fŕequence des transi-
toires calciques (Gorbunova & Spitzer,2002). Dans les
cellules ganglionnaires de ŕetine, l’activation du signal
AMPc/PKA par le calcium ŕesulte de l’activit́ecom-
bińee des ad́enylyl cyclases transmembranaires et so-
lubles (Dunnet al.,2009). Plus ŕecemment, Nicolet al.
(2011)ontd́ecrit que l’interaction calcium/AMPc va-
rie selon les ŕegions du ĉone de croissance des neurones
chez le x́enope.
Des analyses plus pousśees sur la compartimen-

tation subcellulaire du signal AMPc/PKA peuvent
être ŕealiśees en utilisant des śequences d’adressage
pour localiser le biosenseur dans d’autres domaines
subcellulaires d’int́er̂et. Cela a ́et́eeffectúedansdes
cellules non neuronales varíees (Zhanget al.,2001;
Allen & Zhang, 2006; Wachtenet al.,2010) mais
pas appliqúedansdespŕeparations neuronales jusqu’̀a
pŕesent. Cette t̂ache pourrait s’av́erer difficile car de
nombreux art́efacts peuvent ̂etre cauśes par l’expres-
sion de grandes quantit́es de biosenseurs localiśes dans
un domaine cellulaire restreint, allant d’effets environ-
nementaux sur le signal de fluorescence du biosenseur
àuneperturbationdes microdomainesdesignalisa-
tion par le biosenseur en lui-m̂eme. De fa̧con alterna-
tive, l’imagerie de biosenseurs pourrait s’av́erer utile
pour l’analyse de l’effet des perturbations des micro-
domaines de signalisation sur la propagation intracel-
lulaire et l’int́egration du signal : ̀atitred’exemple,
l’inhibition de l’interaction PKA/AKAP avec le pep-
tide Ht31 ou l’interf́erence ARN (shARN) diminuent
fortement l’efficacit́edusignalAMPcsurlaphospho-
rylation de CREB, ŕesultats apport́es par le biosenseur
ICAP (Friedrichet al.,2010).

Amplitude du signal AMPc/PKA

De fortes ŕeponses AMPc aux stimulations beta-
adŕenergiques ont ét́eenregistŕees avec la sonde
Epac1-camps dans des types cellulaires varíes comme
les macrophages, les cardiomyocytes, ou les fibro-
blastes (Leroyet al.,2008;Calebiroet al.,2009). Des
ligńees cellulaires ont ́egalement d́emontŕeleurcapa-
cit́èaproduiredefortesŕeponses AMPc, telle la ligńee
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de cellules pancŕeatiques MIN6 (Landaet al.,2005),
qui ŕepond fortement au glucose, ou la ligńee de cel-
lules HEK-293, qui ŕepond ̀al’activationduŕecepteur
β2-adŕenergique (Violinet al.,2008). Dans les neu-
rones, des oscillations spontańees des niveaux d’AMPc
ont ́et́eenregistŕees dans des cellules ganglionnaires
de ŕetine en culture, avec une sonde de faible sensi-
bilit́epourl’AMPc(Dunnet al.,2006), et de fortes
ŕeponses AMPc ont ́et́eenregistŕees avec la sonde
Epac1-camps apr̀es stimulationβ-adŕenergique dans
des neurones de l’hippocampe en cultures primaires
(Nikolaevet al.,2004;Neveset al.,2008;Calebiro
et al.,2009), ou apr̀es stimulation par l’ATP dans des
tranches de tronc ćeŕebral en culture (Mironovet al.,
2009).

Àl’inversedecesfortesŕeponses, dans le cytosol
de neurones pyramidaux, seules de petites ŕeponses
ont ́et́eenregistŕees avec les biosenseurs de l’AMPc
àlasuitedel’activationdediversŕecepteurs coupĺes
àdesprot́eines Gs : les ŕecepteurs aux monoamines
(ŕecepteursβ-adŕenergiques et D1-dopaminergiques),
ainsi que les ŕecepteurs aux neuropeptides (VIP, CRF,
PACAP) ont tous ́echoúeàactiverlasondeEpac1-
camps, une sonde dont l’EC50pour l’AMPc est de
2,4µM(Castro et al.,2010,2013;Huet al.,2011).
Cependant, lorsque les agonistes des ŕecepteursβ1-
adŕenergiques ou D1-dopaminergiques ont ́et́etest́es
avec la sonde plus sensible Epac2-camps300, des
ŕeponses positives ont ́et́eobtenues(Castroet al.,
2010,2013). Au niveau de la PKA, l’activation de
ces divers ŕecepteurs a produit des ŕeponses allant de
20 ̀a80%delaŕeponse maximale (Huet al.,2011;
Nomuraet al.,2014), montrant qu’en d́epit des pe-
tites quantit́es d’AMPc produites par l’activation de
ces ŕecepteurs, la PKA ́etait, quant ̀aelle,efficacement
activ́ee dans le cytosol. Cette observation a ensuite ́et́e
pŕeciśee pour le ŕecepteur D1-dopaminergique dans
les neurones corticaux pyramidaux, et trois biosen-
seurs diff́erents ont apport́edesŕeponses d’ampli-
tude croissante, en accord avec la sensibilit́ecroissante
de ces derniers : Epac1camps<Epac2-camps300<
AKAR3 (Castroet al.,2013). En somme, ces donńees
montrent que l’activation de divers ŕecepteurs coupĺes
aux prot́eines Gs dans les neurones corticaux py-
ramidaux am̀ene ̀adepetitesŕeponses AMPc, de
l’ordre du micromolaire, mais suffisantes pour activer
la PKA. Des ́etudes de mod́elisation ont sugǵeŕeque
la concentration en AMPc libre dans le corps cellu-
laire ́etait d’environ 250 nM durant la stimulation des
ŕecepteursβ1-adŕenergiques : cette faible concentra-
tion en AMPc ŕesulterait d’une production d’AMPc
par les ad́enylyl cyclases conjugúee ̀auneforteactivit́e
des phosphodiest́erases, en particulier celle de type 4
(PDE4), exeŗcant un r̂ole majeur dans la d́egradation
de l’AMPc dans ces neurones (Neveset al.,2008;
Castroet al.,2010). Ce faible niveau d’AMPc dans les

neurones matures pŕesents dans des pŕeparations de
tranches de cerveau contraste avec les fortes ŕeponses
AMPc obtenues dans les neurones de cultures em-
bryonnaires, sugǵerant que le niveau d’AMPc pourrait
être fonction du stade de d́eveloppement : les neurones
indiff́erencíes auraient besoin de niveaux ́elev́es en
AMPc pour crôıtre et ́etablir leurs connexions (Dunn
&Feller,2008), un processus qui pourrait ̂etre líeà
l’expression d’autres types d’ad́enylyl cyclases telles
que l’AC8 dans les neurones embryonnaires, et qui
serait ńecessaire ̀aladiff́erenciation axonale et den-
dritique (Shellyet al.,2010). Plus tard, lorsque les
connexions sont ́etablies, le maintien de hauts ni-
veaux d’AMPc s’av̀ererait inutilement côuteux pour
les neurones, et le maintien en parall̀ele de bas niveaux
d’AMPc serait ńecessaire ̀al’́etablissement d’une com-
partimentation subcellulaire des ŕeponses AMPc. En
cela, la PDE4 est critique pour le maintien de cette
compartimentation subcellulaire dans les neurones py-
ramidaux òudehautsniveauxd’AMPcnesontpro-
duits que dans l’espace sous-membranaire (Castro
et al.,2010).
Cependant, ce mod̀ele ne s’applique pas ̀atoutes

les ŕegions ćeŕebrales : àla diff́erence des neu-
rones corticaux pyramidaux, les neurones ́epineux
striataux ŕepondent ̀al’activationduŕecepteur D1-
dopaminergique en produisant de hauts niveaux
d’AMPc (Castroet al.,2013). Un certain nombre
de sṕecificit́es biochimiques des neurones striataux,
comme un d́eficit d’activit́ePDE4,uneactivit́edes
ad́enylyl cyclases importante, et un ḿecanisme de
ŕetrocontr̂ole positif exerćeauniveaudesphospha-
tases sugg̀ere que ces neurones sont sṕecialement
équiṕes pour produire d’importants niveaux d’AMPc.
On pense que cette particularit́eestlíee ̀alafonction
de ces neurones, impliqúes dans la d́etection des si-
gnaux dopaminergiques tr̀es brefs assocíes ̀aunsignal
de ŕecompense.

Ŕegulation par les phosphodiest́erases
et phosphatases

Le fonctionnement du cerveau fait intervenir un grand
nombre de neuromodulateurs, et la ŕegulation de la si-
gnalisation par les seconds messagers y est donc parti-
culìerement complexe. Lesignal AMPc/PKA d́ebute
àunmomentpŕecis par la lib́eration de neuromodula-
teurs, d́eclenchant une śerie de ŕeponses activatrices,
suivies de pr̀es par des ḿecanismes de ŕetroaction
ńegative qui permettent ̀alacellulederevenirà
l’́etat✭✭de base✮✮.Cescontr̂oles ńegatifs comprennent
les phosphodiest́erases qui d́egradent efficacement les
nucĺeotides cycliques, et les phosphatases qui contre-
carrent l’action de la PKA.
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Les 21 g̀enes qui composent les 11 familles de PDE
sont transcrits en plus de 50 variants par ́epissage
alternatif, traduits en enzymes aux propríet́es par-
fois diff́erentes, avec des distributions intracellulaires
uniques et des domaines ŕegulateurs particuliers. Par
exemple, dans les cellules ganglionnaires de la ŕetine,
la signalisation AMPc/PKA stimuĺee par le calcium
est fortement ŕeguĺee par la PDE1, qui est elle-m̂eme
activ́ee par le calcium (Dunnet al.,2009). Cette
varíet́edecascadesbiochimiquesd́ependant du cal-
cium converge ensuite vers une ŕegulation du signal
AMPc ̀alafoisdansletempsetdansl’espace.

Dans les neurones pyramidaux du cortex, l’uti-
lisation de biosenseurs a permis de d́emontrer que
la PDE4 est un int́egrateur crucial des ŕeponses
adŕenergiques et dopaminergiques, permettant la
compartimentation subcellulaire du signal d’AMPc
(Castroet al.,2010). En effet, dans le cytosol so-
matique, la PDE4 ŕegule ́etroitement l’amplitude des
ŕeponses AMPc alors que dans les dendrites fins, òu
le rapport surface/volume est augment́e, la PDE4
contr̂ole la production tonique d’AMPc produit par
les ad́enylyl cyclases tandis que la ǵeoḿetrie facilite
l’obtention de concentrations ́elev́ees en AMPc (Neves
et al.,2008;Castroet al.,2010,2013).

Les premìeres ́etudes de ŕeponses AMPc utili-
sant la sonde Epac1-camps dans des neurones in-
dividuels de drosophiles ont ŕev́eĺe l’existence de
sous-populations sṕecifiques de neurones ŕepondant
diff́eremment ̀aun m̂eme neuromodulateur (Shafer
et al.,2008;Duvall&Taghert,2012). Cette mesure
àl’́echelle de neurones individuels s’est ŕev́eĺee es-
sentielle pour l’́etude des neurones ́epineux moyens,
qui constituent l’essentiel de la population neuronale
du striatum : environ la moitíed’entreeuxexprime
des ŕecepteurs ̀aladopaminedutypeD1etappar-
tient anatomiquement ̀ala✭✭voie directe✮✮,alorsque
l’autre moitíeexprimedesŕecepteurs ̀aladopaminedu
type D2, ainsi que des ŕecepteurs A2A ̀al’ad́enosine,
et appartient ̀ala✭✭voie indirecte✮✮(Bateupet al.,
2008;Bertran-Gonzalezet al.,2008). Les ŕecepteurs
àladopaminedutypeD1etlesŕecepteurs A2A ̀a
l’ad́enosine sont coupĺes positivement ̀alacascadede
signalisation intracellulaire AMPc/PKA, alors que les
ŕecepteurs ̀aladopaminedutypeD2sontcoupĺes
ńegativement ̀alacascadeAMPc/PKA.Enmicrosco-
pie bi-photonique, l’imagerie de biosenseurs montre
clairement cette dichotomie, avec la moitíedesneu-
rones striataux qui ŕepond ̀al’activationduŕecepteur
D1, alors que l’autre moitíeŕepond ̀alastimula-
tion des ŕecepteurs A2A (Castroet al.,2013;Polito
et al.,2015). Cette approche d’imagerie permet ainsi
l’analyse sṕecifique des ŕeponses AMPc/PKA dans
des neurones fonctionnels identifíes et individualiśes
dans le contexte anatomique intact de la tranche de
cerveau.

La complexit́edelaŕegulation exerćee par les
PDE est illustŕee dans les neurones du striatum, qui
expriment des niveaux ́elev́es d’ARN messager des
PDE1B, PDE2A et PDE10A (Seegeret al.,2003;
Coskranet al.,2006; Heimanet al.,2008;Lakics
et al.,2010;Kellyet al.,2014). Ces enzymes sont ca-
pables de d́egrader l’AMPc et le cGMP, mais leur dis-
tribution subcellulaire et/ou leur mise en action par
des ḿecanismes particuliers permet une action fonc-
tionnelle sṕecifique.
Par exemple, la PDE10A ŕegule le taux tonique

d’AMPc, et son inhibition induit une augmenta-
tion ́equivalente de la concentration intracellulaire
de l’AMPc dans les neurones D1 et D2 (Figure3).
Étonnamment, le signal PKA a ́et́eobserv́eexclusi-
vement dans les neurones D2 MSN. Cette diff́erence
entre les neurones D1 et D2 est due ̀al’activit́ede
la prot́eine phosphatase de type 1 (PP1). Celle-ci est
tr̀es active dans les neurones D1 et annule l’effet de la
PKA en d́ephosphorylant aussit̂ot les substrats de la
PKA. En revanche, dans les neurones D2, la prot́eine
DARPP-32 inhibe fortement l’activit́ePP1.Enl’ab-
sence de cette activit́e phosphatase, la PKA exerce des
effets puissants et durables (Politoet al.,2015).

Interaction AMPc / GMPc : r̂ole de la PDE2

Les effets fonctionnels de la cascade de signalisation
AMPc ont ́et́elargementdocument́es dans le stria-
tum (Herv́e & Girault,2005) maislasignalisation
cGMP est beaucoup moins connue. Le cGMP est pro-
duit par la guanylyl cyclase soluble (GCs) en ŕeponse
àl’oxydenitrique(NO)etŕegule divers processus
neurobiologiques (Garthwaite,2008). La guanylyl cy-
clase soluble est fortement expriḿee dans le striatum
(Arianoet al.,1982;Matsuokaet al.,1992;Dinget al.,
2004)tandisqueleNO,produitpardesinterneu-
rones striataux (Vincent & Kimura,1992;Rushlow
et al.,1995;Kawaguchi,1997;Vincent,2000), dif-
fuse dans tout le complexe striatal, augmentant la
transmission synaptique dopaminergique (Westet al.,
2002;West&Grace,2004;West&Tseng,2011). Plus
pŕeciśement, le NO diffuse dans les dendrites des neu-
rones du striatum et y module la plasticit́esynaptique
cortico-striatalein vitro(Calabresiet al.,1999,2000)
etin vivo(West & Grace,2004). Bien que ces effets
impliquent clairement le GMPc, l’identit́emoĺeculaire
des effecteurs en aval du cGMP reste incertaine, en
particulier parce que la cible habituelle du GMPc,
la prot́eine kinase d́ependante du GMPc (PKG), est
faiblement expriḿee dans ces neurones (El-Husseini
et al.,1995,1999;deVenteet al.,2001).
Fait int́eressant, les ŕegions du cerveau telles

que l’hippocampe et le striatum, qui expriment
des niveaux élev́es de guanylyl cyclase soluble
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Fig. 3.R̂ole des phosphodiest́erases 2 et 10 (PDE2 et PDE10) dans les neurones ́epineux moyens de type D1 et de type
D2 du striatum. L’inhibition de la PDE10A augmente l’AMPc et active la PKA ̀adesniveauxsimilairesdanslesdeux
types de neurones. Dans les neurones de type D2, la phosphorylation de la DARPP-32 inhibe la prot́eine phosphatase
PP-1 : les substrats de la PKA restent donc dans l’́etat phosphoryĺe, ̀alafoisdanslecytosoletdanslenoyau.Dans
les neurones de type D1, la DARPP-32 est dans un ́etat d́ephosphoryĺe:PP-1estpleinementactiveetd́ephosphoryle
les substrats de la PKA. En parall̀ele, la PDE2 apparâıt comme un effecteur important de la signalisation par l’oxyde
d’azote (NO), en modulant indirectement le signal AMPcviale GMPc.

(Matsuokaet al.,1992;Dinget al.,2004), expriment
également des niveaux tr̀es ́elev́es de PDE2 (Repaske
et al.,1993; Wykeset al.,2002;VanStaverenet al.,
2003;Linet al.,2010). Ceci sugg̀ere que le r̂ole majeur
du GMPc, au lieu d’activer la PKG, pourrait ̂etre de
ŕeguler le niveau d’AMPcvial’activation de la PDE2.
En effet, une caract́eristique de la PDE2 est une acti-
vation allost́erique de l’activit́ephosphodiest́erase par
le GMPc : en l’absence de GMPc, l’activit́edela
PDE2 vis ̀avisdel’AMPcestfaible,maisenpŕesence
du GMPc son activit́eaugmentefortement(Martins
et al.,1982;Martinezet al.,2002). L’interaction entre
les signaux AMPc et GMPc par PDE2 a ́et́ebienca-
ract́eriśee dans le syst̀eme cardio-vasculaire (Maurice,
2005 ; Nikolaevet al.,2005), òulaŕegulation de
l’AMPc se produit dans un espace confińeetd́epend
de la source de GMPc (Castroet al.,2006;Stangherlin
et al.,2011). La ŕegulation des nucĺeotides cycliques
par la PDE2 a ́et́éegalement d́emontŕee dans les neu-
rones du thalamus (Heppet al.,2007)etdustria-
tum (Linet al.,2010). Plus pŕeciśement, l’imagerie
de biosenseurs a montŕequel’activationdelacascade
NO/GMPC ŕeduit fortement les signaux AMPc tran-
sitoires dans les neurones D1 et D2 du striatum (Polito
et al.,2013). Ceci est d̂ùauneactivationdelaPDE2
par le GMPc (Figure1). Cet effet inhibiteur du GMPc
sur l’AMPc joue certainement un r̂ole fonctionnel im-
portant puisque son effet se propage en aval, au niveau
de la ŕeponse PKA induite par la dopamine.

Pathologies du syst̀eme nerveux central

L’́evolution de nombreuses maladies du SNC s’accom-
pagne de remodelages de la signalisation AMPc/PKA.
La connaissance des ́ev́enements moĺeculaires qui
contribuent ̀aundysfonctionnementmoteurdansla
maladie de Parkinson a progresśerapidementaucours
de la dernìere d́ecennie. Des ́etudes sur des mod̀eles
animaux ainsi que chez les patients atteints par cette
maladie montrent des adaptations puissantes de la
neuromodulation dopaminergique lors de la maladie.
D’abord, l’absence de stimulation líee ̀alapertedes
neurones dopaminergiques, puis la stimulation exces-
sive durant le traitement ̀alaL-DOPA,conduisentà
des changements adaptatifs dans les neurones ́epineux
moyens du striatum et ̀ades modificationsdela
ŕeponse fonctionnelle.
Dans le domaine de la psychiatrie, des ́etudes cli-

niques et pharmacologiques d́emontrent une baisse
des niveaux d’expression des sous-unit́es ŕegulatrices
(RII beta) et catalytiques de la PKA chez les pa-
tients d́epressifs ḿelancoliques, compaŕes ̀aceuxdes
patients non ḿelancoliques et des sujets sains (Akin
et al.,2005), alors que dans les troubles bipolaires,
les niveaux d’expression des sous-unit́es catalytiques
et ŕegulatrices (RIIbeta) de la PKA augmentent
(Changet al.,2003). La PKA n’est pas le seul ac-
teur de la signalisation AMPc qui se trouve affect́e
dans les troubles psychiatriques : plusieurs g̀enes
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de la signalisation AMPc, dont notamment les g̀enes
codant pour la PDE10A et la sous-unit́ealphades
prot́eines G stimulatrices, pŕesentent des polymor-
phismes assocíes avec les troubles bipolaires ou la
schizophŕenie (Tamet al.,2010;Kerneret al.,2011;
McDonaldet al.,2012;Talkowskiet al.,2012).
Il est difficilement envisageable de fonder une

strat́egie th́erapeutique sur une pharmacologie ci-
blant la PKA, car celle-ci est ubiquitaire et pŕesente
peu de variations susceptibles de cŕeer des inhibi-
teurs śelectifs. En revanche, la grande diversit́ed’iso-
formes des phosphodiest́erases, ainsi que leur ex-
pression restreinte ̀adesŕegions du cerveau, voire
m̂eme des types neuronaux sṕecifiques, laisse envi-
sager la possibilit́ed’uneactioncibĺee avec des ef-
fets ind́esirables ṕeriph́eriques ŕeduits. Ainsi, apr̀es
la cŕeation du sildenafil (inhibiteur de PDE5 plus
connu sous le nom de Viagra), les entreprises phar-
maceutiques se sont lanćees dans des projets ciblant
la plupart des phosphodiest́erases avec comme am-
bition de traiter des pathologies neurologiques ou
psychiatriques. Par exemple, l’inhibition pharmacolo-
gique de la PDE4 est ́evalúee depuis longtemps comme
traitement pro-cognitif ou antid́epressif (O’Donnell &
Zhang,2004;Renau,2004), avec des effets cliniques
int́eressants mais trop d’effets ind́esirables. La PDE10
quant ̀aellesembleêtre une cible th́erapeutique
int́eressante pour le traitement de la schizophŕenie,
du fait d’une expression restreinte au striatum et des
ŕesultats pŕecliniques encourageants (Kehleret al.,
2007; Mennitiet al.,2007;Schmidtet al.,2008;
Chappie et al.,2009; Kehler & Nielsen,2011).
Pourtant, les essais cliniques furent d́ecevants.A
posteriori,desétudes fondamentales ŕev́elaient un
ḿecanisme d’action de ces drogues qui ́etait totale-
ment inattendu (Politoet al.,2015), soulignant l’im-
portance d’une meilleure compŕehension ḿecanistique
au niveau cellulaire avant de tenter d’extrapoler l’ef-
fet d’une drogue ̀auncomportementanimal,voireun
effet clinique en psychiatrie.
Divers projets continuent actuellement, qui ciblent

la PDE1, une phosphodiest́erase particulìerement
int́eressante puisqu’elle int̀egre le signal calcique en
une activit́ephosphodiest́erase double, ciblant AMPc
et GMPc : son inhibition pourrait traiter des pertes
cognitives (Deal watch,2011;Heckmanet al.,2015).
L̀aencore,ler̂ole fonctionnel de cette PDE dans la
ŕegulation de l’AMPc et du GMPc est tr̀es mal connu ̀a
l’́echelle cellulaire, et les approches dynamiques baśees
sur l’imagerie de biosenseurs devraient ́eclairer ce nou-
veau champ d’investigation.

Conclusions

Au cours de la dernìere d́ecennie, l’incroyable puis-
sance de la ǵeńetique a permis de d́emontrer l’implica-

tion d’un certain nombre de g̀enes dans une multitude
de maladies neuropsychiatriques, tandis que la chimie
ḿedicinale a cŕéedes ḿedicaments tr̀es sṕecifiques
pour un certain nombre d’enzymes de signalisation.
Cependant, la fonction pŕecise de ces enzymes de si-
gnalisation reste myst́erieuse. L’imagerie de biosen-
seurs, en fournissant une image dynamique des pro-
cessus de signalisation, aidera ̀amieuxcomprendreles
principes fondamentaux des processus d’int́egration
qui se d́eroulent dans un tissu ou dans des neurones
individuels. Ce type d’approche peut contribuer ̀ala
compŕehension du ḿecanisme d’actiond’uncertain
nombre de ḿedicaments au niveau pŕe-clinique. Alors
que l’imageriein vivode l’AMPc / PKA n’a ́et́eap-
pliqúee qu’̀aladrosophilejusqu’̀apŕesent (Tomchik &
Davis,2009;Gervasiet al.,2010), l’imagerie du cal-
cium dans le cerveau de rongeurs vivants est couram-
ment effectúee sans obstacle technologique. L’analyse
en temps ŕeel du processus AMPc/PKA dans le cer-
veau d’un animal vivant permettrait d’ouvrir des pers-
pectives consid́erables pour la recherche fondamentale
et pŕe-clinique.
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